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A reação de escurecimento enzimático ocorre em muitas frutas e vegetais 
quando certos compostos fenólicos são oxidados em reações catalisadas por 
enzimas como polifenoloxidase (PFO) (EC 1.14.18.1) ou peroxidases (POD) (EC 
1.11.1.7). A ampliação das alternativas de conservação de frutas como a ameixa 
nacional Rubimel, cuja produção nacional tem aumentado nos últimos anos e da 
polpa de cacau, uma fruta de sabor exótico e muito agradável, muito consumida 
no Estado da Bahia, é necessária, pois possibilita a busca por mercado 
consumidor dos produtos derivados dessas frutas em regiões mais distantes, 
preservando a qualidade da fruta in natura. Este trabalho teve como objetivo 
caracterizar as enzimas polifenoloxidase e peroxidase presentes nas polpas de 
ameixa Rubimel e de cacau e estudar o efeito de alguns agentes antioxidantes na 
preservação da cor natural dessas polpas. O suco de ameixa Rubimel escureceu 
rapidamente após a extração. O extrato enzimático bruto obtido pela centrifugação 
da polpa de ameixa Rubimel apresentou atividade de polifenoloxidase (448U/g de 
polpa) e peroxidase (705U/g de polpa). Em estudo univariável (ensaio preliminar 
ao estudo do efeito combinado) a PFO do extrato bruto de ameixa Rubimel 
apresentou atividade ótima na faixa de temperatura de 30 a 35˚C e pH 6,5 e 
estabilidade na faixa de pH 3,0 a 7,5, após incubação durante 24h a 5ºC ou 4h a 
25ºC. A enzima foi completamente inativada após tratamento térmico a 70˚C por 
10 minutos ou a 80˚C por 1 minuto. No estudo do efeito combinado do pH e da 
temperatura utilizando metodologia de superfície de resposta, verificou-se que, da 
mesma forma que os resultados do estudo univariável, a PFO de ameixa Rubimel 
apresentou maior atividade em pH 6,5 e na faixa de 30 a 35˚C, sendo que a 
enzima mostrou menor atividade em valores de pH próximos a 4,0, quando 
incubada a 5˚C como a 65˚C. Em estudo univariável (ensaio preliminar ao estudo 
do efeito combinado) a POD do extrato bruto de ameixa Rubimel apresentou 
atividade ótima a 40˚C e pH 4,0 e estabilidade na faixa de pH 2,5 a 5,5, após 
incubação durante 24h a 5ºC ou 4h a 25ºC. A POD foi completamente inativada 
após tratamento térmico a 70ºC por 10minutos. No estudo do efeito combinado do 
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pH e da temperatura utilizando metodologia de superfície de resposta, observou-
se que a POD de ameixa Rubimel mostrou maior atividade em pH 5,0 e a 35˚C, 
sendo que a enzima mostrou menor atividade em valores de pH próximos a 4,0, 
quando incubada a 5˚C como a 65˚C. A adição de N-acetil-L-cisteína ou glutationa 
na concentração final de 5mMol/L ou a adição das combinações: 5mMol de ácido 
ascórbico + 1,8 mMol de 4-hexil-resorcinol ou 5 mMol de ácido ascórbico + 3,4 
mMol de L-cisteína, proporcionaram uma redução de 99% na atividade da PFO de 
ameixa Rubimel. 
 
O extrato bruto solúvel, obtido pela centrifugação da polpa de cacau, 
apresentou baixa atividade de PFO (72U/g de polpa de cacau) e maior atividade 
de POD (668 u/g de polpa de cacau). Em estudo univariável a PFO do extrato 
bruto solúvel da polpa de cacau apresentou atividade ótima a 20ºC e em pH 7,0 e 
maior estabilidade na faixa de pH 2,6 a 10, após 24h a 5ºC ou 4h a 25ºC. A 
enzima apresentou 13% da atividade inicial após tratamento a 70ºC por 10 
minutos, sendo completamente inativada após tratamento térmico a 80ºC por 1 
minuto. Em estudo univariável a POD do extrato bruto solúvel da polpa de cacau 
apresentou atividade ótima a 40 ºC e em pH 5,0. O tratamento da polpa de cacau 
com ácido ascórbico nas concentrações de 1 a 5 mMol/L, proporcionou uma maior 
redução na atividade de POD  entre os agentes anti-escurecimento, em todas as 
concentrações testadas, sendo obtida uma redução na atividade de 99% e 100%, 
após armazenamento por 1h e 24h a 5ºC, respectivamente, com a adição de 
5mMol/L de ácido ascórbico à polpa de cacau. O tratamento térmico em ebulição 
por 1 minuto reduziu 99% da atividade da POD da polpa de cacau e o tratamento 
térmico a 70ºC da polpa de cacau contendo 3mMol/L de ácido ascórbico e 






The enzymatic browning reaction occurs in many fruits and vegetables when 
certain phenol compounds are oxidized in reactions catalyzed by enzymes such as 
polyphenol oxidase (PPO) (EC 1.14.18.1) and peroxidases (POD) (EC 1.11.1.7). A 
widening of the alternatives for the preservation of fruits such as the Rubimel plum, 
whose production in Brazil has increased in recent years, and of cocoa pulp, a fruit 
with an exotic and very agreeable taste, highly consumed in the State of Bahia, 
Brazil, is necessary because it enables one to search for consumer markets for 
products derived from these fruits in more distant regions, preserving the quality of 
the fruit in natura. The objective of the present work was to characterize the 
enzymes polyphenoloxidase and peroxidase present in the pulps of the Rubimel 
plum and cocoa, and study the effects of some antioxidants on the preservation of 
the natural color of the pulps.The juice of the Rubimel plum turns brown quickly 
after extraction. The crude enzymatic extract obtained by centrifugation of the 
Rubimel plum pulp showed PPO (448U/g of pulp) and POD (705U/g of pulp) 
activities. In a univariate study PPO (preliminary study preceding a study of the 
combined effect) the PPO in the crude extracts from the Rubimel plum showed 
optimum activity in the temperature range from 30 to 35°C at pH 6.5 and was 
stable in the pH range from 3.0 to 7.5 after 24 hours at 5°C or 4 hours at 25°C. The 
enzyme was completely inactivated after heat treatment at 70°C for 10 minutes or 
at 80ºC for 1 minute. In a study of the combined effect of pH and temperature 
using response surface methodology it was found that Rubimel plum PPO was 
most active at pH 6.5 in the temperature range from 30 to 35°C, and showed less 
activity at pH values close to 4.0 when incubated at 5°C and at 65ºC. In the 
univariate (preliminary study preceding a study of the combined effect) the POD in 
the crude extracts of the Rubimel plum showed greater activity at 40°C and pH 4.0 
and stability in the pH range from 2.5 to 5.5, after incubation for 24h at 5ºC or 4h at 
25°C. The POD was completely inactivated after heat  treatment at 70˚C for 10 
minutes. In a study of the combined effect of pH and temperature using response 
surface methodology the POD of the Rubimel plum showed greater activity at pH 
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5.0 and 35°C, and less activity at pH values near 4 .0 when incubated at 5°C and at 
65ºC. The addition of N-acetyl-L-cysteine or glutathione at final concentrations of 5 
mMol/L or the addition of the combinations: 5mMol/L of ascorbic acid + 1.8 mMol/L 
of 4-hexyl-resorcinol or 5mMol/L ascorbic acid + 3.4mMol/L of L-cysteine, resulted 
in a 99% reduction in the PPO activity of the Rubimel plum. 
 
The soluble extract obtained by centrifugation of the cocoa pulp showed low 
PPO activity (72U/g of cocoa pulp) and high POD activity (668U/g of cocoa pulp). 
The PPO in the crude extract from cocoa pulp showed optimum activity at 20°C 
and pH 7.0, and stability in the pH range from 2.6 to 10.0, after 24 hours at 5°C or 
4 hours at 25°C. The enzyme showed 13% of its initi al activity after treatment at 
70°C for 10 minutes, being completely inactivated a fter heat treatment at 80°C for 
10 minutes. In a univariate study the POD in the soluble crude extract from the 
cocoa pulp showed optimum activity at 40°C and pH 5 .0. The treatment of cocoa 
pulp with ascorbic acid at concentrations from 1 to 5 mMol/L, provided a greater 
reduction in POD activity than any of the other anti-browning agents tested, at all 
the concentrations tested, obtaining reductions in activity of 99% and 100%, 
respectively, after storage for 1 hour and 24 hours at 5°C, with the addition of 
5mMol/L ascorbic acid to the cocoa pulp. Heat treatment in boiling water for 1 
minute reduced the POD activity of cocoa pulp by 99% and treatment at 70°C for 
30 minutes of cocoa pulp containing 3mmol / L of ascorbic acid and then stored for 





Com a conscientização das pessoas dos benefícios para a saúde em 
consumir frutas e vegetais, tem ocorrido um aumento na demanda por maior 
qualidade de frutas, vegetais minimamente processados e de sucos de frutas 
congelados ou processados. Para atender a essa demanda a indústria de 
alimentos tem visado o desenvolvimento de novas técnicas de processamento 
(GONSALEZ-AGUILAR et al., 2001; GACCHE et al., 2004). 
 
Operações de processamento, tais como, corte, remoção de casca e 
trituração de frutas provocam o escurecimento enzimático, induzem a síntese de 
etileno, respiração, amolecimento e contaminação microbiana, com deterioração 
da qualidade (AHVENAINEN, 1996) e podem reduzir a vida de prateleira de 1 a 2 
semanas para apenas 1 a 3 dias, dependendo da temperatura (AHVENAINEN, 
1996). 
 
A reação de escurecimento enzimático ocorre em muitas frutas e vegetais 
quando certos compostos fenólicos são oxidados em reações catalisadas por 
enzimas como polifenoloxidases (PFO) (EC 1.14.18.1) ou peroxidases (POD) (EC 
1.11.1.7) formando compostos escuros denominados melaninas que influenciam 
negativamente a qualidade e aceitabilidade comercial de polpas de frutas, 
sobremesas, bebidas, geléias, sorvetes, entre outros. O tratamento térmico 
necessário para promover a completa inativação destas enzimas causa, muitas 
vezes, alterações indesejáveis na fruta como perda de frescor e desenvolvimento 
de sabores residuais (LANGDON, 1987; DUXBURY, 1988). 
 
O procedimento usual para inibir escurecimento oxidativo enzimático e não 
enzimático tem sido adicionar sulfito e seus derivados, porém um substituto tem 
sido urgentemente procurado devido às restrições ao uso desses aditivos 
(LANGDON, 1987; DUXBURY, 1988). A mais freqüente alternativa para o sulfito 
tem sido o ácido ascórbico, que é reconhecido como um anti-oxidante seguro para 
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ser usado em frutas e vegetais, para prevenir o escurecimento, entretanto, seu 
efeito é temporário. Meios alternativos para controlar o escurecimento enzimático 
são requeridos pela indústria (ÖZOGLU e BAYINDIRLI, 2002). 
 
Outros agentes não tóxicos tais como resorcinol substituído, especialmente 
o 4-hexilresorcinol, compostos contendo tiol, tais como cisteína, glutationa (GSH, 
forma reduzida), ácidos fenólicos, incluindo ácido kójico, ácido ascórbico, 
individualmente ou em combinação em diferentes concentrações, têm sido 
eficientes em retardar o escurecimento e reduzir a degradação de produtos de 
frutas cortadas (MONSALVE-GONZALEZ et al., 1995; GUNES e LEE, 1997; KIM e 
KLIEBER, 1997; BUTA et al., 1999; BUTA e ABBOTT, 2000; GONZÁLEZ-
AGUILAR, WANG e BUTA, 2001). 
 
A ampliação das alternativas de conservação de frutas como a ameixa 
nacional – Rubimel, cuja produção tem aumentado nos últimos anos em algumas 
regiões dos Estados de São Paulo e Minas Gerais e da polpa de cacau, uma fruta 
de sabor exótico e muito agradável, muito consumida no Estado da Bahia, é 
necessária, pois possibilita a busca por mercado consumidor dos produtos 
derivados dessas frutas em regiões mais distantes, preservando a qualidade da 
fruta in natura.  Dessa forma, é importante a determinação quantitativa das 
enzimas deteriorativas presentes, bem como a caracterização bioquímica destas 
enzimas, como a sua susceptibilidade a parâmetros como temperatura, pH, e 
presença de inibidores químicos, para prevenir as alterações que estas enzimas 
podem causar a essas frutas. 
 
Este trabalho teve como objetivo caracterizar bioquimicamente as enzimas 
peroxidase e polifenoloxidase presentes nas polpas de ameixa Rubimel e de 
cacau e estudar o efeito de agentes anti-escurecimento (L-cisteína, N-acetil-L-
cisteína, glutationa reduzida, ácido ascórbico, ácido kójico, ácido oxálico, 4-
hexilresorcinol), pH e temperatura na inibição dessas enzimas. 
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2.1.1. Características gerais 
 
A polifenoloxidase (PFO, o-difenol: oxigênio oxido-redutase), também 
conhecida como catecol oxidase, catecolase, difenol oxidase, o-difenolase, 
fenoloxidase, tirosinase, ou cresolase é uma enzima que contém íon Cu2+ no sítio 
ativo, catalisa a hidroxilação de monofenóis (atividade de cresolase) e a oxidação 
de o-difenol para sua correspondente quinona, na presença de oxigênio (atividade 
de catecolase). As o-quinonas formadas são instáveis e assim polimerizam-se 
rapidamente ou reagem com aminoácidos, peptídeos e proteínas, causando 
alterações estruturais e funcionais, diminuição do valor nutricional dos alimentos e 
dão origem a pigmentos escuros (melaninas) conforme reações descritas na 
Figura 1 (MARTINEZ e WHITAKER, 1995; ESCRIBANO et al., 1997; 
SERRADELL et al., 2000; CONCELÓN et al., 2004). 
 
 
Figura 1 : Escurecimento enzimático pela ação da polifenoloxidase. 
 
Em vegetais foi relatada a existência de polifenoloxidase tanto na forma 
solúvel quanto na forma ionicamente ligada, e estas localizam-se principalmente 
nos plastídios e cloroplastos das células intactas. Acredita-se que a fração solúvel 




Cresolase  Catecolase+O 2 
 
 4
proteólise da enzima nos plastídios durante o amadurecimento e estocagem. Com 
a extração ou outro tratamento que danifique a estrutura celular, a enzima e o 
substrato entram em contato permitindo que a reação ocorra (MARTINEZ e 
WHITAKER, 1995; CONCELLÓN et al., 2004). 
 
Os substratos comuns da enzima cresolase são os monofenóis o-cresol, p-
cresol, tirosina e ácido p-cumárico. Os substratos da enzima catecolase são os o-
difenóis catecol, 4-metil catecol, catequina e epicatequina, ácido clorogênico, 
dopamina, ácido caféico, ácido gálico, ácido 3-(3,4 dihidroxifenil) propiônico 
(DHPPA) e L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (PARK e LUH, 1985; DINCER et 
al., 2002). MARTINEZ e WHITAKER (1995) relataram que todas as 
polifenoloxidases estudadas possuem a atividade de catecolase, mas nem todas 
podem hidrolisar monofenóis. 
 
A PFO está presente em algumas bactérias e fungos, na maioria das 
plantas, em alguns artrópodes e em todos os mamíferos. Em todos os casos essa 
enzima está associada à pigmentação escura no organismo, e parece ter uma 
função protetora para os mesmos (MAYER e HAREL, 1991). As quinonas 
formadas pela polifenoloxidase em plantas constituem o primeiro sinal de resposta 
fisiológica quando ocorrem danos aos tecidos ou ataque de patógenos, sendo que 
possuem propriedades antimicrobianas efetivas (SERRADELL et al., 2000).  
 
2.1.2. Fatores que influenciam a atividade da polif enoloxidase 
 
Dentre os fatores mais importantes que determinam a velocidade da reação 
de escurecimento enzimático de frutas e vegetais, devido a ação da PFO, estão a 
concentração de PFO ativa e compostos fenólicos presentes. Em tecidos vivos, o 
substrato fenólico e a enzima estão separados dentro das células. Com a 
extração, ou outro tratamento que danifique a célula, a enzima e o substrato 
entram em contato permitindo que a reação ocorra rapidamente (DAWLEY e 
FLURKEY, 1993; ESCRIBANO et al., 1997). 
 5
A Tabela 1 ilustra algumas características bioquímicas das 
polifenoloxidases de várias frutas e vegetais. 
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Outros fatores importantes que determinam a velocidade de escurecimento 
enzimático são o pH, a temperatura e a disponibilidade de oxigênio dos tecidos. O 
pH e a presença de oxigênio também influenciam o subseqüente escurecimento 
não enzimático (MARTINEZ e WHITAKER, 1995). 
 
A maioria das polifenoloxidases de frutas e vegetais apresentam atividade 
ótima em pH levemente ácido ou próximo a neutralidade, variando com a fonte e a 
pureza da enzima, o substrato fenólico e também com o tipo de tampão (ZHOU e 
FENG, 1991; VAMOS-VIGYAZO, 1981; MAYER e HAREL, 1979). Em geral, o 
tratamento térmico a 70-90ºC inativa a PFO, porém o emprego de tratamentos 
térmicos intensos pode produzir alterações de cor, textura e formação de off-




2.2.1. Características gerais 
 
O escurecimento enzimático também pode estar relacionado à ação da 
peroxidase (POD) (doador peróxido de hidrogênio oxidoredutase; EC 1.11.1.7) 
que é uma enzima amplamente distribuída no reino vegetal e sua presença foi 
descrita em grande número de espécies e partes de plantas, incluindo frutos 
climatéricos e não-climatéricos (CIVELLO et al., 1995). A peroxidase encontrada 
em plantas superiores contém ferro em sua estrutura, na forma de um grupo 
prostético ferriprotoporfirina III (ONSA et al., 2004). Muitas peroxidases são 
glicoproteínas e contém cálcio em sua estrutura (MARANGONI et al., 1989). 
 
A POD catalisa a reação de oxidoredução entre o peróxido de hidrogênio ou 
de peróxidos orgânicos (receptor) e substratos doadores de hidrogênio como 
aminas aromáticas primárias, secundárias e terciárias (BURNETTE, 1977), fenóis, 
antocianinas (LOPEZ-SERRANO e BARCELÓ, 1996), vitamina C (CHAMARRO e 
MOLINA, 1989; MARTINEZ et al., 2001), e compostos heterocíclicos como os 
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indóis (HAARD e TOBEN, 1971), sendo assim importante do ponto de vista 
nutricional e na alteração da coloração de frutas e vegetais crus ou não 
branqueados (RICHARDSON e HYSLOP, 1985; LAMIKANRA e WATSON, 2000). 
 
A Figura 2 ilustra a formação de tetraguaiacol a partir de guaiacol e 
peróxido de hidrogênio catalisada pela peroxidase. A POD pode também afetar a 
textura de alguns tipos de frutas participando da síntese de lignina e catalisando a 







Figura 2 : Formação de tetraguaiacol a partir de guaiacol e peróxido de 





REAÇÃO GERAL E MECANISMO DE AÇÃO DA POD 
 
ROOH   +   AH2                            H2O   +   ROH   +   A 
 
Onde ROOH é o aceptor de hidrogênio e AH2 é o doador de hidrogênio. 
 
O mecanismo de ação da POD pode ser esquematizado como: 
 
POD    +   H2O2                                  Complexo I 
Complexo I    +   AH 2                        Complexo II   +   AH  
Complexo II   +   AH                          POD   +   A 
 
A POD não é uma enzima específica e pode catalisar a oxidação de um 
grande número de fenóis e compostos com anéis aromáticos que ocorrem 
naturalmente em tecidos de plantas (BURNETTE, 1977), tais como aminas 
aromáticas primárias, secundárias e terciárias, fenóis, antocianinas, clorofila e 
compostos heterocíclicos como indóis (HAARD e TOBIN, 1971; OHYA et al., 1997; 
MARTINÉZ et al., 2001). 
 
Avaliações quantitativas de extratos de tecidos vegetais mostraram que a 
POD ocorre na forma solúvel e também na forma ionicamente ligada à parede 
celular e ambas as formas apresentam isoenzimas com diferentes propriedades 
catalíticas, massas moleculares, composição de aminoácidos e conteúdo de 
carboidratos (KHAN e ROBINSON, 1993; VALDERRAMA e CLEMENTE, 2004). 
 
Vários papéis fisiológicos têm sido atribuídos às peroxidases de plantas, 
como por exemplo a síntese de lignina, biossíntese de etileno, degradação da 
clorofila, eliminação do peróxido de hidrogênio, proteção contra microrganismos 
fitopatogênicos e metabolismo do ácido indol-3-acético (CHAMARRO e MOLINA, 
1989; KASPERA et al., 2001), sendo também associada ao balanceamento 
hormonal, integridade das membranas e controle dos processos de respiração 
POD 
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celular, senescência e degradação fisiológica de frutas e vegetais (HAARD e 
TOBIN, 1971).  Frutas como manga, uva, maçã e pêra apresentam aumento da 
atividade de peroxidase ao longo do amadurecimento e com o aumento de 
situações de estresse fisiológico (HAARD e TOBIN, 1971; KAWAK et al., 1996).  
 
2.2.2. Efeito do pH e da temperatura na atividade d a POD 
 
A POD da maioria das frutas e vegetais apresentam atividade ótima na 
faixa de 5,0 a 6,0 e é considerada por alguns autores a enzima mais 
termorresistente dentre aquelas presentes em frutas e vegetais (LEE et al., 1984; 
RODRIGO et al., 1996), sendo portanto utilizada como índice de efetividade  do 
branqueamento de vegetais. Porém, para alguns vegetais como ervilhas e 
aspargos, enzimas como a lipoxigenase podem ser mais termorresistentes que a 
POD (GANTHAVORN et al., 1991). 
 
Peroxidases apresentam a propriedade de regenerar sua atividade 
enzimática após tratamento térmico insuficiente para sua completa inativação. Um 
dos fatores que afetam a capacidade de regeneração da POD é o tempo que se 
leva para atingir a temperatura alvo do tratamento térmico. Tratamentos do tipo 
HTST (High Temperature and Short Time) resultam em taxas de regeneração 
superiores às dos tratamentos convencionais mais longos e com temperaturas 
menores (BURNETTE, 1977; RODRIGO et al., 1996). 
 
A regeneração da atividade de peroxidase foi relatada para vários vegetais, como 
repolho, uva, abacate, maçã (CLEMENTE, 1998), açaí (SANTOS, 2001) e manga (KHAN 
e ROBINSON, 1994). A POD é também capaz de atuar em condições adversas como a 
temperaturas abaixo de zero e em condições de umidade muito baixas. Foi relatado o 
reaparecimento da atividade de peroxidase em couve-flor tratada a 80ºC e estocada sob 
congelamento a -18ºC (LEE et al. 1984). A Tabela 2 ilustra as características bioquímicas 
de peroxidases de algumas frutas e vegetais. 
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2.3.  Agentes inibidores do escurecimento enzimátic o 
 
Agentes redutores têm um envolvimento relevante na prevenção do 
escurecimento enzimático reduzindo o-quinonas para difenóis incolores, ou 
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transformando o-quinonas em produtos incolores estáveis. O ácido ascórbico, 
comumente usado para prevenir o escurecimento enzimático de frutas, pode atuar 
reduzindo o-quinona para seu precursor difenol, removendo O2 do meio e 
diminuindo o pH (McEVILY et al., 1992). Pesquisas têm dado ênfase à redução do 
escurecimento enzimático de pêras frescas cortadas usando solução de ácido 
ascórbico e sais de cálcio (GORNY et al., 1998). Entretanto, esse tratamento não 
é completamente eficiente para controlar o escurecimento enzimático de pêra 
fresca cortada, uma vez que o ácido ascórbico é completamente oxidado para 
ácido dehidroascórbico, as o-quinonas não são reduzidas por um período longo e 
o escurecimento pode ocorrer devido à formação de melanina (ÖZOGLU e 
BAYINDIRLI, 2002). 
 
Compostos contendo grupamentos sulfidrilas tais como L-cisteína, 
glutationa, mercaptoetanol e tiouréia, tem sido investigados como agentes anti-
escurecimento. A cisteína é o composto mais efetivo desse grupo (ÖZOGLU e 
BAYINDIRLI, 2002; RICHARD-FORGET, et al., 1991). De acordo com RICHARD-
FORGET et al. (1991), a L-cisteína previne as reações de escurecimento 
transformando o-quinonas em compostos de adição cisteína-quinona (CQAC). Os 
compostos cisteína-quinona provaram ser inibidores competitivos da 
polifenoloxidase. A inibição direta da polifenoloxidase pela cisteína devido à 
formação de complexos estáveis com cobre também tem sido proposta 
(IYIDOGAN e BAYINDIRLI, 2004). 
 
N-acetil-L-cisteína e glutationa reduzida são substâncias químicas naturais 
com propriedades antioxidantes com um amplo potencial redox e têm sido 
sugeridos como inibidores do escurecimento, os quais reagem com quinonas 
formadas na fase inicial da reação de escurecimento enzimático, formando 
produtos incolores ou reduzindo o-quinonas para o-difenóis (RICHARD et al., 
1991; NOCTOR e FOYER, 1998). 
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Entre os agentes inibidores da PFO recentemente descritos, os resorcinóis 
substituídos são estruturalmente relacionados aos substratos fenólicos. O 
composto 4-hexilresorcinol pode atuar como inibidor competitivo da 
polifenoloxidase (McEVILY et al., 1992), embora esse efeito seja melhor quando 
usado em combinação com outros compostos redutores tais como ácido ascórbico 
(MONSALVE-GONZALEZ et al., 1993; DONG et al., 2000). O 4-hexilresorcinol 
pode especialmente interagir com a polifenoloxidase, e torná-la incapaz de 
catalisar a reação de escurecimento, enquanto o ácido ascórbico reduz a quinona. 
O 4-hexilresorcinol é um agente efetivo para o controle do escurecimento 
enzimático de maçãs em pedaços bem como em sucos de maçã. O 4-
hexilresorcinol tem um longo histórico de uso em fármacos e não exibe toxicidade 
sistêmica e é seguro como aditivo alimentar (MONSALVE-GONZALEZ et al., 
1993; NICOLAS et al., 1994; SON et al., 2001). 
 
Outro composto usado freqüentemente é o ácido cítrico que atua como um 
agente quelante dos íons Cu2+ do centro ativo da enzima, bem como diminui o pH 
e diminui a atividade da PFO (GACHE et al., 2004). Uma combinação de β-
ciclodextrina (agente complexante) e L-ascorbato-2-trifosfato (1:1) mostrou-se 
efetivo para retardar o escurecimento em sucos de maçã (GACCHE et al., 2003). 
 
Ácidos fenólicos incluindo o ácido cinâmico (CA) e seus derivados, que são 
conhecidos por possuir potencial antioxidante, têm sido descritos como 
retardadores eficientes das reações de escurecimento enzimático (RICE-EVANS 
et al., 1997). Ácidos fenólicos são citados como anti-oxidantes efetivos (LIN et al., 
1998). A propriedade anti-oxidante de ácidos fenólicos deve-se a sua elevada 
reatividade como o hidrogênio ou doadores de elétrons, e a habilidade para quelar 
íons metálicos de transição (RICE-EVANS et al., 1997). O modelo competitivo de 
inibição da PFO pelo ácido cinâmico pode ser devido à quelação do cobre do sítio 
ativo da PFO. 
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SON et al. (2001) verificaram a capacidade de compostos de cinco grupos 
químicos para inibir o escurecimento de maçãs em pedaços, incluindo ácidos 
carboxílicos, derivados do ácido ascórbico, aminoácidos contendo grupos 
sulfidrilas e ácidos fenólicos. Os compostos ácido oxálico, ácido oxalacético, ácido 
ascórbico 2-fosfato, cisteína, glutationa, N-acetilcisteína, ácido kójico e 4-hexil 
resorcinol mostraram maior atividade de inibição do escurecimento de maçãs. As 
concentrações mínimas de ácido oxalacético, ácido oxálico, cisteína e ácido 
kójico, para um efetivo efeito anti-escurecimento, foram 0,25; 0,05; 0,05; e 0,05%, 
respectivamente. Ácido oxálico mostrou um efeito sinergístico na inibição quando 
0,02% de ácido oxálico foi usado em combinação com 1% de ácido ascórbico ou 
seus derivados. 
 
GONZÁLEZ-AGUILAR et al. (2004) verificaram o efeito individual de 
agentes anti-escurecimento tais como ácido isoascórbico (IAA) (0,1 mol/L); ácido 
ascórbico (AA) (0,05mol/L) e acetil-cisteína (AC) (0,05 mol/L) em pedaços de 
abacaxi, armazenados em bandejas de poliestireno por 14 dias a 10ºC. O uso 
desses agentes anti-escurecimento reduziu o escurecimento e deterioração 
significativamente. Esses tratamentos também diminuíram as mudanças nos 
valores dos parâmetros de cor L* (luminosidade) e b* (posição na gama de cor 
que vai do azul ao amarelo com valor que vai de -120 a +120), bem como a perda 
de firmeza. 
 
OMS-OLIU et al. (2006) verificaram que o escurecimento em pêra cortada 
foi prevenido por 28 dias a 4ºC, adicionando-se uma concentração mínima de 
0,75% de N-acetil-L-cisteína. O tratamento com glutationa reduzida também foi 
efetivo ao longo do tempo de estocagem, embora escurecimento tenha sido 
observado depois de 21 dias de estocagem com 0,75% de glutationa reduzida. 
Entretanto, tratamento com ácido ascórbico ou 4-hexilresorcinol não preveniram 
completamente o escurecimento de pêras durante esse período de estocagem. 
Uma melhora no efeito anti-escurecimento foi observado quando foi utilizado uma 
combinação de N-acetil-L-cisteina / glutationa reduzida, considerando hue angle 
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como índice de modificação de cor. Assim, o nível máximo de hue angle foi 
alcançado com 5% de N-acetil-L-cisteína (NAC); 1,5% de glutationa (GSH) ou 1% 
de NAC + 1% de GSH por 28 dias. 
 
ZHOU et al. (2003) verificaram que um aumento na atividade da 
polifenoloxidase (EC 1.10.3.2 ou 1. 14. 18. 1) estava relacionado com a incidência 
de sintomas de escurecimento em abacaxi. O grau de maturação dos frutos afetou 
significativamente a susceptibilidade ao escurecimento, sendo que frutos verdes 
desenvolveram menos injúrias escuras que frutos maduros. O efeito da 
maturidade na susceptibilidade ao escurecimento foi altamente relacionado à 
atividade de PFO devido ao resfriamento. A peroxidase (EC. 1. 11. 1. 7;) não 
mostrou mudança significativa após resfriamento (MAYER, 1987). 
 
IYIDOGAN e BAYINDIRLI (2004) verificaram o efeito de diferentes anti-
oxidantes no escurecimento enzimático de suco de maçã do cultivar Amasya 
comparando as modificações de cor. Para esse propósito, L-cisteína, ácido kójico 
e 4-hexilresorcinol foram usados em diferentes concentrações (0 - 4mMol/L) no 
suco de maçã. Os compostos apresentaram diferentes efeitos inibitórios. A 
combinação da L-cisteína, ácido kójico e 4-hexilresorcinol também foi estudada 
para controle do escurecimento enzimático. Os resultados mostraram que 89,2% 
de inibição foi obtido no fim de 24 horas de estocagem com a combinação de 3,96 
mMol/L de L-cisteína, 2,78 mMol/L de ácido kójico e 2,34 mMol/L de 4-
hexilresorcinol. A L-cisteína foi considerada o agente anti-escurecimento mais 
eficiente. A interação do ácido kójico e 4-hexilresorcinol teve um efeito positivo na 
inibição do escurecimento enzimático. 
 
O ácido kójico é encontrado em muitos alimentos fermentados japoneses. 
SON et al. (2001) relataram que o ácido kójico mostrou uma atividade inibitória 
mais alta no escurecimento de pedaços de maçã entre os ácidos fenólicos 
testados (caféico, clorogênico, cinâmico, cumárico, ferrúlico, gálico, kójico). Alguns 
autores propuseram que o ácido kójico atua como um agente redutor, bem como 
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um inibidor da enzima (CHEN et al., 1991). De acordo com esses autores, o ácido 
kójico mostrou efeito de inibidor competitivo na oxidação do ácido clorogênico e 
catecol pela PFO de batata e maçã. Uma mistura de ácido ascórbico e ácido 
kójico foi patenteada para uso como agente anti-escurecimento em alimentos 
(McEVILY et al., 1992). Embora a presença de ácido kójico em certos alimentos 
ocorra como um produto de fermentação natural, o seu uso na indústria 
alimentícia pode ser restrito devido à dificuldade de produção em larga escala e 
seu alto custo. 
 
Vários agentes redutores são capazes de inibir a ação da peroxidase. 
Alguns deles são capazes de inativar irreversivelmente a enzima, através de 
mecanismo que parece envolver oxigênio e íon ferro. Supõe-se que ocorra a 
formação de espécie reativa de oxigênio na posição do sítio ocupada pelo íon 
ferro. Dentre esses agentes está o ascorbato (LAMIKANRA e WATSON, 2000). 
 
A atividade de peroxidase pode ser significativamente reduzida na presença 
de Mn2+, NaNO2 e CaCl2 (LAMIKANRA e WATSON, 2000). A estabilidade térmica 
da peroxidase de raiz forte é significativamente reduzida na presença de cloreto 
de sódio, porém a capacidade de regeneração da enzima não é afetada pela 
presença do sal (LU e WHITAKER, 1974). 
 
HOLSCHUH (2000) relatou o efeito inibitório dos ácidos ferrúlico, caféico e 
p-cumárico sobre a peroxidase de carambola. O ácido cítrico, quando combinado 
com outros tratamentos, acelerou a inativação da peroxidase de tomate (PLAZA et 
al., 2003). 
 
2.4. Ameixa Rubimel 
 
A ameixa é uma fruta com caroço, de sabor doce, ligeiramente mais ácida 
na parte da polpa próxima ao caroço. Pode ser consumida fresca, seca, ou na 
preparação de geléias e outros tipos de doces. A ameixa seca tem várias 
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aplicações: em caldas, sorvetes, pudins, mousses, bolos, tortas, refrescos e 
licores. 
 
A obtenção de derivados da ameixa Rubimel que mantenham as 
características da fruta in natura requer a inibição de reações de que promovam o 




     Figura 3 : Escurecimento da polpa de ameixa Rubimel. 
 
No mercado pode ser encontrada uma bebida para atletas sabor ameixa 
que é aromatizada e colorida artificialmente. 
 
Todas as variedades de ameixas proporcionam elementos nutritivos para o 
ser humano. Seu valor calórico médio é de 45 calorias para cada 100g e em sua 
composição encontramos proteínas, cálcio, ferro, fósforo, além das vitaminas A, 
B1, B2, B3 e C (cerca de 7mg de vitaminas em cada 100g de ameixa). Devido ao 
alto conteúdo de sorbitol, a ameixa funciona como laxante natural (LORENZI et al., 
2006; SCHNEIDER, 1984). 
 
Existem muitas variedades e tipos de ameixas, diversas de origem européia 
e outras de origem asiática, especialmente da China. As ameixeiras européias 
(Prunus domestica L.), devido à sua origem, necessitam de locais com 
temperaturas mais baixas, ou seja, se adaptam melhor em regiões frias. No Brasil, 
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os melhores locais para o seu cultivo são as serras e na Região Sul do país. As 
variedades originárias da China (Prunus salicina L.), mais conhecidas como 
japonesas, ao contrário das européias, não suportam temperaturas baixas e se 
adaptam muito bem ao clima quente. Desta forma, essas variedades se adaptam 
bem a praticamente todo o território brasileiro, mesmo em boa parte da Região Sul 
(www.todafruta.com.br, 09/2007). 
 
Os solos mais indicados para o plantio das ameixeiras são os argilo-
silicosos, os sílico-argilosos e os argilo-calcários. Praticamente, esta cultura se 
desenvolve bem em qualquer tipo de solo, só havendo restrições aos solos muito 
úmidos. Como regra geral, a escolha da melhor variedade deve ser feita de acordo 
com a região, ou seja, pelo clima e médias de temperatura. Os tratos culturais são 
simples, requerendo que se mantenha uma faixa limpa em torno dos troncos. 
Além disso, devem ser feitas podas de formação, que ajudam no desenvolvimento 
das plantas nos primeiros anos e, depois, podas de frutificação, que auxiliam na 
manutenção da qualidade dos frutos obtidos. A colheita é feita em épocas 
diferentes, de acordo com a utilização que será dada aos frutos. Para a 
comercialização de frutos frescos, por exemplo, a colheita deve ser feita antes da 
maturação estar completa. Quando forem destinados à produção industrial, os 
frutos poderão ser colhidos totalmente maduros (www.todafruta.com.br 09/2007). 
Ameixas de modo geral, têm curto período de conservação pós-colheita, havendo 
necessidade de otimizar as condições de colheita e de armazenamento. 
 
Dentre as cultivares de ameixeira, plantadas atualmente no Estado de São 
Paulo, destacam-se as introduzidas da Flórida e da África do Sul, tais como: 
`Reubennel´ ou Rubimel (Figura 4a e 4b) e `Harry Pickestone´, sendo as mais 
cultivadas nas últimas décadas (BARBOSA et al., 2001). 
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    Figura 4: Ameixa Rubimel. 
 
A ameixa Rubimel é originária da África e foi trazida para o Brasil pela 
Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária) do Rio Grande do Sul. 
Atualmente ela é a mais consumida e produzida no país. É popularmente 
conhecida como ameixa Rubimel, devido à sua casca de coloração vermelho 
intenso, polpa amarela e sabor bastante adocicado. Além do sabor, os aspectos 
nutricionais da fruta atraem muito os consumidores. A ameixa contém compostos 
antioxidantes, que protegem as células do envelhecimento precoce (BARBOSA et 
al., 2001). 
 
A cultura da ameixeira vem alcançando importância econômica 
considerável no Rio Grande do Sul, onde a área cultivada é de aproximadamente 
1.455 hectares, com produção de 12.905 toneladas (JOÃO et al., 2002). A safra 
de ameixas geralmente concentra-se em um período de apenas 45 dias, havendo, 
nesta época, grande oferta do produto que, muitas vezes, não pode ser absorvido 
imediatamente (NASCIMENTO et al., 1993). O armazenamento dos frutos 
apresenta-se como a mais importante alternativa para regulação da oferta e dos 
preços. Entretanto, a ameixa caracteriza-se pelo baixo tempo de conservação pós-
colheita, devido à sua elevada taxa metabólica durante a maturação, além da 
ocorrência de desordens fisiológicas. 
 
4a 4b  
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A principal forma adotada pelos produtores para reduzir o metabolismo dos 
frutos e aumentar seu tempo de conservação é o armazenamento refrigerado. A 
temperatura recomendada para o armazenamento de ameixas é de –0,5ºC a 0ºC, 
sendo que temperaturas acima de 4ºC encurtam sensivelmente o período de 
armazenamento. Entretanto, a exposição dos frutos à temperaturas 
demasiadamente baixas, associadas com um tempo de exposição prolongado, 
pode ocasionar o escurecimento interno, distúrbio fisiológico mais importante em 




O cacau é produzido no Brasil, na América Central, na Venezuela, no 
Equador, na África (Ghana e Nigéria), Sri Lanka e Java.Os países compradores 
são os Estados Unidos e os países integrantes da Comunidade Econômica 
Européia: dentre eles a Inglaterra, Suíça, Holanda, Alemanha, Bélgica, Dinamarca, 
França e Itália. O Brasil produz atualmente uma média de 350.000 t/ano de cacau, 
particularmente na Bahia sendo 90% exportado e 10% destinado às indústrias 
brasileiras de chocolate. O cacau é o quarto produto brasileiro de exportação e já 
atingiu divisas da ordem de US$ 1 bilhão/ano. As divisas de US$ 550 milhões dos 
últimos anos são consideradas baixas devido a conjuntura internacional 
desfavorável. O Brasil é o segundo produtor mundial de cacau. Ghana, na África é 
a primeira produtora. A área plantada atual com cacau no Brasil está em torno de 
650 mil ha (no sul da Bahia = 95%, no norte do Espírito Santo = 2,5% e no 
Amazonas = 2,5%). A produtividade média/ha é de 700 kg, sendo a maior 
produtividade média mundial (www.ceplac.gov.br/radar/radar_cacau.htm). 
 
O cacau passa por uma fase de crise, pois a infestação pelo fungo 
Crinipellis perniciosa, "vassoura-de-bruxa" nos cacaueiros baianos traz 
perspectivas de significativas perdas de receita. A praga exige tratos 
fitossanitários, o que aumenta o custo da produção e diminui a renda para o 
produtor devido ao baixo preço (cerca de US$ 800/t) pago pelo mercado. Em 
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virtude dessa crise, os produtores de cacau da Bahia, por intermédio da Secretaria 
de Indústria, Comércio e Turismo do Estado da Bahia, procuram novas 
alternativas para aumentar a rentabilidade da cultura. O aproveitamento da polpa, 
antes inteiramente desprezada pelo agricultor, cujo interesse se concentrava 
apenas na amêndoa fermentada e seca para fabricação do chocolate foi uma das 
alternativas encontradas. Atualmente a polpa de cacau é utilizada no preparo de 
sucos e sorvetes. Entretanto, o controle de qualidade do processo de obtenção da 
polpa e dos produtos derivados é praticamente inexistente, o que tem sido um 
fator limitante às ações voltadas para a expansão do mercado atual. A CEPLAC = 
Comissão Executiva do Plano de Lavoura Cacaueira vinculado ao Ministério da 
Agricultura e o CEPEC = Centro de Pesquisas do Cacau, ambos em Ilhéus na 
Bahia são órgãos que trabalham com pesquisas agrícolas e tecnológicas com o 
cacau (www.ceplac.gov.br/radar/radar_cacau.htm). 
 
2.5.1. Aspectos agrícolas do cacaueiro 
 
O cacaueiro é uma árvore que atinge 4 a 12 m de altura (Figura 5). As 
principais espécies brasileiras são o "criollo" - Theobroma cacao, Linaeus e o 
"forasteiro" ou cacau roxo, Theobroma leiocarpum. Este último tem quatro 
variedades: Comum, Pará, Maranhão e Catongo e representa praticamente, a 
totalidade do cacau de consumo no mundo atual, incluindo o cacau do Brasil. O 
cacaueiro é uma árvore essencialmente tropical, cultivado a temperaturas acima 
de 20ºC durante o ano todo. Exige solos profundos de aluvião com espessa 
camada de húmus. O cacaueiro é cultivado no viveiro por cerca de um ano, é 
transplantado e cresce ramificado, sendo podado no terceiro ano. Começa a 
produzir aos quatro anos, atingindo plena produtividade aos doze anos e produz 




     Figura 5 : Cacaueiro. 
 
Normalmente em um cacaual são feitos replantios para garantir a atividade 
por todo o tempo na área plantada. A época da colheita é variável nas zonas 
cacaueiras, mas pode ser feita o ano todo. No Brasil a safra comercial vai de maio 
a setembro. O fruto aparece no tronco da árvore, quatro a seis meses após a 
floração e é composto de casca, polpa e sementes ou amêndoas. A relação 
peso/volume do fruto é 1:2 (500 g: 1.000 cm3) sendo que a casca pesa 75% do 
total. Os frutos são de forma e tamanho semelhantes a um melão, com cerca de 
25 cm de comprimento e 10 cm no maior diâmetro. No interior do fruto estão as 
amêndoas ou favas envolvidas pela polpa branca, mucilaginosa com 80% de 
umidade e 15% de monossacarídeos. As amêndoas ou favas que constituem o 
cacau e que interessa à indústria processadora de chocolate, têm forma variável 
medindo 2 cm de comprimento e 1 cm de largura e são cerca de 20 a 50 por fruto. 
 
Nos amontoados de polpas há a possibilidade de crescimento de leveduras, 
pois a polpa é rica em açúcar contém cerca de 15% de monossacarídeos e 80% 
de umidade. A polpa de cacau apresenta pH 3,5 a 3,6 e o principal ácido presente 




2.5.2. Presença da polifenoloxidase e peroxidase no  cacau 
 
A produção de flavor é importante na manufatura de cacau em pó. Essa 
característica organoléptica é desenvolvida durante as fases de maturação, 
fermentação e secagem da amêndoa do cacau. São conhecidos dois grupos 
básicos de compostos que influenciam essencialmente esse parâmetro. O 
primeiro grupo consiste de peptídeos e aminoácidos. Essas substâncias são 
formadas na hidrólise enzimática de proteínas durante armazenamento e reações 
posteriores com açúcares redutores na etapa de torrefação da amêndoa de cacau, 
gerando o flavor típico de cacau (VOIGT et al., 1994). 
 
Os outros componentes que contribuem para o flavor de cacau são os 
polifenóis, que também têm recebido muita atenção devido a sua capacidade 
antioxidante e suas possíveis implicações benéficas à saúde humana, tais como 
no tratamento e prevenção do câncer, doenças cardiovasculares e outras 
patologias (WOLLGAST e ANKLAM, 2000). Essas substâncias são as principais 
responsáveis pelo desenvolvimento de sabor adstringente e amargo em 
amêndoas de cacau não fermentadas, seguidas de alcalóides, alguns 
aminoácidos, peptídeos e pirazinas (BONVEHI e COLL, 2000). Tais características 
de sabor devem ser minimizadas em produtos de chocolate. 
 
A polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1) é uma enzima muito importante na 
oxidação de polifenóis da amêndoa de cacau, que atua na fermentação e no 
processo de secagem da amêndoa. A remoção do sabor adstringente e amargo 
da amêndoa de cacau é o principal resultado da oxidação enzimática durante a 
fase de fermentação e secagem, levando à coloração marrom típica do chocolate 
quando o processo de produção é completado (HANSEN et al., 1998). 
 
SELAMAT et al. (2002) verificaram que durante os processos de 
fermentação e secagem ocorre uma forte inativação da polifenoloxidase devido às 
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condições de temperatura e pH, resultados que estão de acordo com os obtidos 
por HANSEN et al. (1998). 
 
A peroxidase que pode catalisar a oxidação de compostos fenólicos é outra 
importante enzima no controle do flavor específico do pó de cacau. 
 
SAKHAROV e ARDILA (1999) verificaram que a atividade da peroxidase da 
amêndoa de cacau aumentou significativamente no processo de maturação e 
diferentemente do que ocorreu com a polifenoloxidase, houve um aumento 
adicional em sua atividade durante a fermentação e secagem da amêndoa. De 
acordo com ZIEGLEDER (1988), essa alta atividade permaneceu por 3 dias de 
fermentação e então a atividade diminuiu um pouco. O próximo aumento na 
atividade foi verificado durante o processo de secagem. 
 
SAKHAROV e ARDILA (1999) verificaram também que depois de terminado 
os processos de fermentação e secagem, a amêndoa de cacau retém alta 
atividade peroxidase e a presença da atividade enzimática no produto final pode 
alterar a qualidade deste na estocagem. Para prevenir essas possíveis alterações 
em frutas e vegetais por tempo prolongado, é necessário desnaturar 
completamente as peroxidases (PIZZOCARO et al., 1988). SAKHAROV e ARDILA 
(1999) verificaram que para completa inativação da peroxidase, as amêndoas 
fermentadas e secas deveriam ser incubadas por tempo maior que 3 dias a 30ºC. 
 
SAKHAROV e ARDILA (1999) relataram que a amêndoa e a casca de 
cacau apresentaram 5700U de peroxidase/g enquanto que a polpa não 
apresentou atividade peroxidase. MERCÊS PENHA e DA MATA (1998) 




2.5.3. Aproveitamento da polpa de cacau 
 
A polpa de cacau foi, durante muitas décadas, resíduo do beneficiamento 
da amêndoa, sendo praticamente descartada. O extrato aquoso obtido da polpa 
de cacau, denominado mel de cacau, foi o primeiro subproduto a ser utilizado para 
a produção de geléia. A queda do preço da amêndoa no mercado internacional, 
aliado ao fator ambiental, pela necessidade de redução de resíduos, tornou 
urgente a busca de alternativas para um aproveitamento integral do fruto, já que a 
amêndoa representa apenas 8% do seu peso. Com a polpa de cacau pode se 
fazer ainda geléias, destilados finos, fermentados como vinho e vinagre, xaropes 
para confeito, além de néctares, sorvetes, doces e uso para iogurtes. Existe 
mercado amplo e imediato, principalmente para o suco de cacau, tanto no país 
como no exterior (NETO et al., 1994). 
 
Considerando uma produção anual de 300.000 t. de cacau seco e uma 
utilização de 85% dessa produção para extração de 60 - 70% da polpa presente 
nas sementes, verifica-se que é possível a obtenção de 120.000 t. de polpa 
integral, que pode vir a ser aproveitada, se processada industrialmente. O 
aproveitamento da polpa de cacau como matéria-prima industrial apresenta a 
vantagem, quando comparada às outras frutas tropicais potencialmente 
aproveitáveis na região, de tratar-se de um produto abundante, proveniente de 
uma cultura já estabelecida, como é a do cacau (NETO et al., 1994). 
 
O suco de cacau possui sabor bem característico, considerado exótico e 
muito agradável ao paladar. É fibroso e rico em açúcares (glicose, frutose e 
sacarose) e também em pectina. Em termos de proteína e de algumas vitaminas, 
é equivalente aos sucos de acerola, goiaba e umbu. O suco de cacau apresenta 
alta viscosidade e aspecto pastoso. A utilização desta matéria-prima em 
lanchonetes da região produtora da Bahia já era feita nos anos de 1970/72. A 
partir de 1983, com a primeira fazenda vindo a extrair e comercializar a polpa de 
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cacau em bares e lanchonetes, desencadeou-se um crescente interesse de outros 
fazendeiros na extração e comercialização desse produto (MORORÓ,1999). 
 
A polpa de cacau vem sendo extraída, acondicionada em sacos plásticos, 
congelada nas próprias fazendas e comercializada. Um dos principais fatores 
limitantes para a expansão do mercado consumidor para além das fronteiras 
regionais, bem como um aproveitamento em maior escala, é sua conservação sob 
congelamento durante a comercialização. A alternativa do congelamento como 
método de conservação pode ser considerada para a comercialização regional ou 
intermediária (da fazenda para a indústria); entretanto, para ser alcançada uma 
expansão comercial além-fronteiras regionais é necessário um método mais 
econômico de transporte e comercialização do produto, como o tratamento térmico 
(MORORÓ,1999). 
 
Existe, hoje, a perspectiva de industrialização da polpa para fabricação de 
suco ou néctar e para tanto tem sido desenvolvida e aperfeiçoada a tecnologia do 
seu processamento térmico. O Centro de Pesquisas do cacau (CEPEC), em 
cooperação com a CAJUBA (Caju da Bahia S.A.), Nova Soure – BA vem 
desenvolvendo trabalhos no sentido conservar a polpa pelo processo de 
pasteurização e uso de conservantes químicos, objetivando a diminuição dos 
custos de conservação, armazenamento e transporte, sem causar mudanças nas 
características organolépticas do produto. Como resultado desse estudo e 
considerando duas realidades econômicas entre os produtores de polpa de cacau, 
os pesquisadores propuseram diferentes alternativas de processamento para 
atender os dois segmentos: para Cooperativas e produtores de grande porte, um 
processo de nível tecnológico e custo mais altos, com pasteurização rápida 
(92ºC/20s) em que obtiveram resultado negativo para POD após este tratamento 
sem alteração na cor e sabor da polpa e para pequenos produtores rurais a 
pasteurização lenta (72ºC/30min) para destruição de patógenos com adição de 
sulfito (máximo 0,004g/100g de polpa), sendo que o tratamento térmico nesse 
tempo e temperatura alterou a cor da polpa de cacau (NETO et al., 1994). A 
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Figura 6a ilustra a cor da polpa de cacau in natura e a Figura 6b a polpa de cacau 




Figura 6 : Escurecimento da polpa de cacau. 
 
6a – Cacau in natura 
6b - Polpa de cacau recém-extraída 
6c - Escurecimento da polpa de cacau 
6d - Escurecimento da polpa de cacau 
6e - Escurecimento da polpa de cacau 
 
 
6a 6b 6d 6c 6e 
 27
3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Caracterização da polifenoloxidase e peroxidas e de ameixa 




• Balança analítica Sartorius, modelo H-10 
• Medidor de pH Digimed DMPH-2 
• Centrífuga refrigerada BECKMAN, MODELO J2-21 
• Espectrofotômetro BECKMAN, DU-70 




• Ácidos, bases e sais PA (Merck, Sigma ou equivalente) 
• Catecol (Sigma), guaiacol (Sigma) 
• Agentes anti-escurecimento: N-acetil-L-cisteína, glutationa reduzida, 
ácido kójico, 4-hexilresorcinol (ACROS Organics), ácido oxálico 
(Synth), ácido L-ascórbico (Nuclear) e L-cisteína (Ecibra)  
• Outros reagentes químicos de grau analítico 
• Ameixas Rubimel cultivadas em Pilar do Sul – SP 
• Polpa de cacau Forasteiro cultivado em Ilhéus - BA 
 
3.1.3. Obtenção do extrato enzimático bruto solúvel  de ameixa 
Rubimel 
 
Ameixas Rubimel (100 g) foram lavadas, retirados os caroços e a polpa foi 
diluída em água destilada na proporção 1:1 (m:v) e triturada em liquidificador. A 
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preparação foi centrifugada em centrífuga Beckman modelo J2-21 a 9600 x g por 
20 minutos a 5ºC e o sobrenadante foi utilizado na determinação e caracterização 
enzimática da PFO solúvel (OKTAY et al., 1995) e POD solúvel (KHAN e 
ROBINSON, 1994) em diferentes valores de pH e temperatura e na determinação 
do efeito de diferentes agentes anti-escurecimento na manutenção da cor da polpa 
da ameixa Rubimel. 
 
3.1.4. Obtenção do extrato enzimático bruto solúvel  da polpa de 
cacau 
 
A polpa de cacau foi separada dos caroços com o auxílio de um 
liquidificador doméstico Wallita com copo com rotor adaptado para não triturar as 
sementes.  Amostras de 200g de polpa de cacau e 200 mL de tampão fosfato 
0,05Mol/L, pH 7,0 contendo 5% de polietileno-glicol foram homogeneizadas em 
liquidificador por 2 min. Em seguida as amostras foram centrifugadas em 
centrífuga Beckman modelo J2-21 a 9600 x g durante 20 minutos a 5ºC. Ao 
sobrenadante foi adicionado acetona na proporção 1:1 (v:v) e este foi novamente 
centrifugado nas mesmas condições descritas acima. O precipitado obtido 
permaneceu por 12h a 5ºC para evaporação da acetona residual sendo 
posteriormente ressuspendido em água destilada 20% do volume inicial e 
dialisado em água a 5ºC por 12 horas. O extrato enzimático foi então utilizado 
como fonte de polifenoloxidase e peroxidase.  
 
3.1.5. Determinação da atividade enzimática 
 
3.1.5.1. Determinação da atividade de polifenoloxidase (PFO) 
 
A atividade de PFO nos extratos solúveis de ameixa e de polpa de cacau foi 
determinada como descrito por OKTAY et al. (1995) e LIMA (1999), com algumas 
modificações. A mistura de 2,9 mL de catecol 0,01 Mol/L em tampão fosfato 0,1 
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Mol/L, pH 6,0, foi incubada a 25ºC durante 10 minutos. Em seguida foi adicionado 
0,1 mL de extrato enzimático bruto de ameixa Rubimel obtido de acordo com o 
item 3.1.3 ou de polpa de cacau obtido de acordo com o item 3.1.4. Após 15 
segundos de reação o aumento da absorbância a 420 nm foi acompanhado até 5 
minutos de reação em espectrofotômetro Beckman DU 70 com controle de 
temperatura. O tubo branco foi preparado com a mistura de 2,9 mL de catecol 
0,01Mol/L em solução tampão fosfato 0,05 Mol/L, pH 6,0 e 0,1 mL de tampão 
fosfato 0,05 Mol/L, pH 6,0. Uma unidade de atividade foi definida como o aumento 
de 0,001 de absorbância por minuto por mL de amostra. 
 
3.1.5.2. Determinação da atividade de peroxidase (POD) 
 
A atividade de POD nos extratos de ameixa Rubimel e de polpa de cacau 
foi determinada como descrito por HOLSCHUH (2000) e KHAN e ROBINSON 
(1994), com algumas modificações. 
 
A mistura de 1,5 mL de solução 1% de guaiacol em tampão fosfato 0,05 
Mol/L, pH 6,0 e 1,2 mL de tampão fosfato 0,05 Mol/L, pH 6,0, foi previamente 
equilibrada a 25ºC por 10 minutos. Em seguida foi adicionado 0,4 mL de H2O2 em 
tampão (0,33 mL de H2O2 30% em 100 mL de tampão fosfato 0,05 Mol/L, pH 6,0) 
e 0,1 mL de extrato enzimático bruto de ameixa Rubimel obtido de acordo com o 
item 3.1.3 ou de polpa de cacau obtido de acordo com o item 3.1.4. 
 
Após 15 segundos de reação o aumento de absorbância a 470 nm foi 
acompanhado durante 5 minutos de reação a 25ºC contra branco em 
espectrofotômetro Beckman DU 70 com controle de temperatura. O tubo branco 
consistiu da mistura de 1,5 mL de solução 1% de guaiacol em tampão fosfato 0,05 




Uma unidade de atividade foi definida como o aumento de 0,001 de 
absorbância por minuto por mL de amostra. 
 
3.1.6. Caracterização da PFO bruta de ameixa Rubime l e da polpa 
de cacau  
 
As características bioquímicas da PFO de ameixa Rubimel e da polpa de 
cacau foram determinadas nos extratos enzimáticos brutos obtidos como descrito 
nos itens 3.1.3 e 3.1.4. 
 
3.1.6.1. Efeito da temperatura na atividade da PFO de ameixa 
Rubimel e da polpa de cacau 
 
A mistura de 2,9 mL de solução de catecol 0,01 Mol/L em tampão fosfato 
0,1 Mol/L pH 6,0 foi pré incubada em tubos de ensaio nas temperaturas entre 5ºC 
e 70ºC (com variação de 5ºC) durante 10 minutos para equilíbrio da temperatura. 
Posteriormente foi adicionado em cada tubo 0,1 mL de extrato enzimático bruto de 
ameixa Rubimel obtido de acordo com o item 3.1.3 ou de polpa de cacau obtido de 
acordo com o item 3.1.4 e a mistura de reação foi então transferida para a cubeta 
do espectrofotômetro Beckman DU 70 com controle de temperatura. A atividade 
enzimática foi medida conforme descrito no item 3.1.5.1, em cada uma das 
temperaturas. 
 
3.1.6.2. Efeito da temperatura na estabilidade da PFO de ameixa 
Rubimel e da polpa de cacau 
 
Alíquotas de 2 mL dos extratos enzimáticos obtidos de acordo com os itens 
3.1.3 e 3.1.4 foram incubadas nas temperaturas de 40, 50, 60 e 70ºC durante 10, 
20, 30 e 60 minutos; de 80, 85, 90ºC e em ebulição por 1, 2, 3, 4 e 5 minutos, para 
os testes de inativação térmica. Após a incubação nas diferentes temperaturas, as 
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amostras foram resfriadas imediatamente em banho de gelo. A atividade residual 
da PFO foi determinada conforme descrito nos itens 3.1.5.1. 
 
3.1.6.3. Efeito do pH na atividade da PFO de ameixa Rubimel e da 
polpa de cacau 
 
A mistura de 2,9 mL de solução de catecol 0,01 Mol/L nos sistemas tampão 
citrato-fosfato (pH 2,6 a 6,0); tampão fosfato (pH 6,0 a 7,6); tampão ácido bórico-
bórax (pH 8,0 a 8,8); tampão bórax-NaOH (pH 9,2 a 10), todos na concentração 
0,1 Mol/L e dentro da faixa de capacidade tamponante foi previamente equilibrada 
por 10 minutos a 30ºC. Em seguida foi adicionado 0,1 mL de extrato enzimático 
obtido de acordo com o item 3.1.3 ou do extrato obtido de acordo com o item 
3.1.4. A atividade enzimática foi medida conforme descrito no item 3.1.5.1. 
 
3.1.6.4. Efeito do pH na estabilidade da PFO de ameixa Rubimel e 
da polpa de cacau 
 
O efeito do pH na estabilidade da PFO foi determinado na faixa de pH 2,6 a 
10. Foram utilizados os sistemas tamponantes: tampão citrato-fosfato (pH 2,6 a 
6,0); tampão fosfato (pH 6,0 a 7,6); tampão ácido bórico-bórax (pH 8,0 a 8,8); 
tampão bórax-NaOH (pH 9,2 a 10), todos na concentração 0,1 Mol/L e dentro da 
sua respectiva faixa de capacidade tamponante. 
 
As misturas de 2,0 mL de extrato enzimático obtido de acordo com o item 
3.1.3 ou do extrato obtido de acordo com o item 3.1.4 e 2,0 mL de soluções 
tampão de diferentes valores de pH foram incubadas por 24 horas a 5ºC e 
também por 4 horas a 2ºC. Após a incubação, a atividade residual da PFO foi 
determinada conforme descrito no item 3.1.5.1, no pH ótimo de atividade da 
enzima, utilizando-se tampão fosfato 0,1mol/L, pH 6,5. 
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3.1.6.5. Estudo do efeito combinado do pH e da temperatura na 
atividade da PFO, utilizando a metodologia de superfície de 
resposta 
 
O planejamento composto central rotacional 22 (PCCR-22) foi utilizado para 
verificar a influência das variáveis independentes pH e temperatura na atividade 
da polifenoloxidase de ameixa Rubimel. O PCCR-22 contendo 12 ensaios, 
incluindo 4 ensaios referentes ao fatorial completo 22, 4 ensaios referentes aos 
pontos axiais (α=±1,41), a quadruplicata no ponto central (0), a variável 
dependente atividade de polifenoloxidase e as variáveis reais, apresentam-se na 
Tabela 3. A atividade de polifenoloxidase foi  determinada como descrito no item 
3.1.5.1. 
 
Tabela 3  Variáveis reais utilizadas no planejamento composto central rotacional 22 




-1,41 -1 0 +1 +1,41 
T (ºC)  5,0 13,7 35 56,3 65,0 
pH  4,0 4,4 6,5 8,6 9,0 
 
3.1.7. Caracterização da POD bruta de ameixa Rubime l e da polpa 
de cacau 
 
3.1.7.1. Efeito da temperatura na atividade da POD de ameixa 
Rubimel e da polpa de cacau 
 
A mistura de reação descrita no item 3.1.5.2 para a determinação de 
atividade POD foi pré-incubada em tubos de ensaio nas temperaturas entre 5ºC e 
70ºC (com variação de 5ºC) durante 10 minutos para equilíbrio da temperatura. 
Posteriormente foi adicionado em cada tubo 0,1 mL do extrato enzimático de 
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ameixa Rubimel obtido de acordo com o item 3.1.3 e ou de extrato enzimático de 
polpa de cacau obtido de acordo com o item 3.1.4 e a mistura de reação foi então 
transferida para a cubeta do espectrofotômetro Beckman DU 70 com controle de 
temperatura. A atividade enzimática foi determinada conforme descrito no item 
3.1.5.2, em cada uma das temperaturas. 
 
3.1.7.2. Efeito da temperatura na estabilidade da POD de ameixa 
Rubimel e da polpa de cacau 
 
Alíquotas de 2 mL de cada um dos extratos enzimáticos obtidos de acordo 
com os itens 3.1.3 e 3.1.4 foram incubadas nas temperaturas de 40, 50, 60 e 70ºC 
durante 10, 20, 30 e 60 minutos e também a 80, 85, 90ºC e em ebulição por 1, 2, 
3, 4 e 5 minutos, para os testes de inativação térmica. Após a incubação nas 
diferentes temperaturas, as amostras foram resfriadas imediatamente em banho 
de gelo. A atividade residual da POD foi determinada conforme descrito no item 
3.1.5.2. 
 
3.1.7.3. Efeito do pH na atividade da POD de ameixa Rubimel e da 
polpa de cacau 
 
A mistura de reação descrita no item 3.1.5.2, nos sistemas tampão citrato-
fosfato (pH 2,6 a 6,0); tampão fosfato (pH 6,0 a 7,6); tampão ácido bórico-bórax 
(pH 8,0 a 8,8); tampão bórax-NaOH (pH 9,2 a 10), todos na concentração 0,1 
Mol/L e dentro da faixa de capacidade tamponante foi previamente equilibrada a 
30ºC por 10 minutos. Em seguida foi adicionado 0,1 mL de extrato enzimático 
obtido de acordo com o item 3.1.3 ou de extrato enzimático de polpa de cacau 
obtido de acordo com o item 3.1.4. A atividade enzimática foi medida conforme 
descrito no item 3.1.5.2. 
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3.1.7.4. Efeito do pH na estabilidade da POD de ameixa Rubimel e 
de polpa de cacau 
 
O efeito do pH na estabilidade da POD foi determinado na faixa de pH 2,6 a 
10. Foram utilizados os sistemas tamponantes: tampão citrato-fosfato (pH 2,6 a 
6,0); tampão fosfato (pH 6,0 a 7,6); tampão ácido bórico-bórax (pH 8,0 a 8,8); 
tampão bórax-NaOH (pH 9,2 a 10), todos na concentração de 0,1 Mol/L e dentro 
da sua respectiva faixa de capacidade tamponante. Misturas contendo 2 mL de 
cada um dos extratos enzimáticos obtidos de acordo com os itens 3.1.3 e 3.1.4 e 
2mL das diferentes soluções tampões 0,1Mol/L foram incubadas por 24 horas a 
5ºC e também por 4 horas a 25ºC. Após a incubação, a atividade residual da POD 
foi determinada conforme descrito no item 3.1.5.2, no pH ótimo de atividade da 
enzima.  
 
3.1.7.5. Determinação do efeito combinado do pH e da 
temperatura na atividade da POD de ameixa Rubimel utilizando a 
metodologia de superfície de resposta 
 
O planejamento composto central rotacional 22 (PCCR-22) foi utilizado para 
verificar a influência das variáveis independentes pH e temperatura na atividade 
da peroxidase de ameixa Rubimel. O PCCR-22 contendo 12 ensaios, incluindo 4 
ensaios referentes ao fatorial completo 22, 4 ensaios referentes aos pontos axiais 
(α=±1,41), a quadruplicata no ponto central (0), para estimar o erro experimental, 
apresentam-se na Tabela 4. A atividade de peroxidase foi determinada como 
descrito no item 3.1.5.2. 
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Tabela 4 : Variáveis reais utilizadas no planejamento composto central rotacional 




-1,41 -1 0 +1 +1,41 
T (ºC)  5,0 13,7 35 56,3 65,0 
pH  3,0 3,6 5,0 6,4 7,0 
 
3.2. Estudo dos efeitos de diferentes agentes anti- escurecimento na 
atividade da PFO de ameixa Rubimel 
 
3.2.1. Efeito individual dos agentes anti-escurecim ento na 
atividade da PFO de ameixa Rubimel 
 
Alíquotas de 20 mL do extrato enzimático obtido de acordo com o item 3.1.3 
foram transferidas para frascos béquer de 50 mL e foram adicionados 
individualmente os agentes anti-escurecimento: glutationa reduzida, N-acetil-L-
cisteína, L-cisteína, 4-hexilresorcinol, ácido kójico, ácido oxálico e ácido ascórbico, 
nas concentrações de 0 a 5 mM/L. As amostras foram agitadas em agitador 
magnético até a completa solubilização dos compostos. As amostras foram 
incubadas a 5ºC por 1 hora e 24 horas, e a atividade residual de polifenoloxidase 
foi determinada utilizando-se catecol como substrato nas condições ótimas de 
atividade (pH 6,5 e 30ºC) acompanhando-se o aumento da absorbância a 420 nm 
até 5 minutos de reação em espectrofotômetro Beckman DU 70, segundo o 
método descrito por OKTAY et al. (1995), com algumas modificações. Os 
experimentos foram realizados em duplicata 
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3.2.2. Efeito de agentes anti-escurecimento utiliza ndo a 
metodologia de superfície de resposta na atividade da PFO de 
ameixa Rubimel 
 
O planejamento composto central rotacional 23 (PCCR-23) foi utilizado para 
otimizar o efeito anti-escurecimento das variáveis independentes ácido ascórbico 
(AA), 4-hexil-resorcinol (HR) e L-cisteína (C), previamente selecionados através do 
teste univariável considerando a associação de agentes com diferentes 
mecanismos de atuação e dentre os mais efetivos, aminoácidos sulfurados, o de 
menor custo. O PCCR-23 contendo 17 ensaios, incluindo 8 ensaios referentes ao 
fatorial completo 23, 6 ensaios referentes aos pontos axiais (α=±1,68), a triplicata 
no ponto central (0), apresentam-se na Tabela 5. Alíquotas de 20 mL do extrato 
enzimático solúvel obtido conforme descrito no item 3.1.3 foram transferidas para 
17 frascos béquer de 50 mL (um para cada ensaio) e os reagentes foram 
adicionados à cada alíquota nas concentrações descritas na Tabela 5. As 
amostras foram armazenadas por 24 horas a 5ºC e a atividade de polifenoloxidase 
foi determinada como descrito anteriormente. 
 




-1,68 -1 0 +1 +1,68 
Ácido Ascórbico (AA)  1,0 2,0 3,5 5,0 6,0 
4-Hexil-resorcinol (HR)  1,0 1,8 3,0 4,2 5,0 
L-Cisteína (C)  1,0 1,6 2,5 3,4 4,0 
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3.2.3. Efeito individual dos agentes anti-escurecim ento na 
atividade da POD de polpa de cacau 
 
Foram preparadas soluções com concentrações individuais de 2 a 5 mMol/L 
de glutationa reduzida, N-acetil-Lcisteína, L-cisteína, 4-hexilresorcinol, ácido kójico 
e ácido oxálico. Alíquotas de 500 µL do extrato enzimático solúvel concentrado de 
polpa de cacau, obtido conforme descrito no item 3.1.4 foram transferidas para 
microtubos contendo 500 µL das soluções dos agentes anti-escurecimento, em 
cada uma das concentrações descritas acima, sendo agitadas em agitador de 
tubos por 10s. Uma amostra foi mantida como controle, onde 500 µL de água 
destilada foi adicionada a igual volume de extrato enzimático. As amostras foram 
incubadas a 5ºC por 1 horas e 24 horas, e posteriormente foram determinadas a 
atividade de peroxidase, segundo método descrito no item 3.1.5.2 com alteração 
no volume de extrato enzimático que foi de 200 µL. A atividade foi realizada no pH 
5,0 e a 40ºC, condições ótimas da peroxidase da polpa de cacau. Os 
experimentos foram realizados em duplicata. 
 
3.2.4. Efeito combinado dos agentes anti-escurecime nto e 
tratamento térmico na atividade da POD da polpa de cacau 
 
Foram preparadas soluções com concentrações individuais de 2 a 5 mMol/L 
de glutationa reduzida, N-acetil-Lcisteína, L-cisteína, 4-hexilresorcinol, ácido kójico 
e ácido oxálico. Amostras de 1 mL de extrato enzimático solúvel concentrado de 
polpa de cacau, obtido conforme descrito no item 3.1.4, foram adicionadas em 
tubos de ensaio contendo 1 mL das soluções dos agentes anti-escurecimentos, 
em cada uma das concentrações descritas acima, sendo agitadas em agitador de 
tubos por 10s e posteriormente submetidas ao tratamento térmico a 70ºC por 30 
minutos. Uma amostra foi mantida como controle, onde 1 mL de água destilada foi 
adicionada a igual volume de extrato enzimático. As amostras foram incubadas a 
5ºC por 1 horas e 24 horas, e posteriormente foram determinadas a atividade de 
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POD, segundo método descrito no item 3.1.5.2, com alteração no volume de 
extrato enzimático que foi de 200 µL. A atividade foi realizada no pH e temperatura 




4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1. Determinação da atividade de PFO e POD do extr ato enzimático 
bruto de ameixa Rubimel e polpa de cacau 
 
O extrato enzimático bruto obtido pela centrifugação da polpa de ameixa 
Rubimel apresentou atividade de polifenoloxidase (448 U/g de polpa) e de 
peroxidase (705 U/g de polpa). Observou-se que o precipitado obtido da 
centrifugação da polpa de ameixa Rubimel contendo as frações das enzimas 
ligadas apresentou baixa atividade de PFO E POD. 
 
O extrato enzimático bruto solúvel polpa de cacau apresentou atividade de 
POD (668U /g de polpa de cacau) e de PFO (72U /g de polpa de cacau). 
 
FLURKEY e JEN (1979) verificaram que a semente de cacau apresentou 
atividade de peroxidase (1.600U/g) e de polifenoloxidase (900U/g), determinadas 
usando respectivamente, guaiacol+peróxido de hidrogênio e catecol como 
substratos. As unidades de atividade de POD e PFO foram definidas como o 
aumento de 0,1 unidade na absorbância a 420 e 470 nm, respectivamente. 
SAKAROV e ARILA (1999) relataram que a amêndoa e a casca de cacau 
apresentaram 5.700U de peroxidase/g enquanto que a polpa não apresentou 
atividade de peroxidase. MERCÊS PENHA e DA MATA (1998) determinaram 
qualitativamente a presença de polifenoloxidase e peroxidase na polpa de cacau. 
 
4.2. Caracterização da PFO bruta de ameixa Rubimel 
 
4.2.1. Efeito da temperatura na atividade e estabil idade da PFO de 
ameixa Rubimel 
 
A PFO de ameixa Rubimel apresentou atividade ótima na faixa de 30 a 
35ºC, apresentando uma redução de 50% de sua atividade na temperatura de 
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±10ºC, conforme ilustrado na Figura 7. A atividade ótima da PFO de ameixa 
Rubimel foi verificada em temperaturas mais baixas que para as polifenoloxidases 
de açaí (SANTOS, 2001) e repolho (FUJITA et al., 1995), ambas com atividade 
ótima na faixa de 40-45ºC. LOURENÇO et al. (1990) e ROBERT et al. (1995) 
verificaram que as polifenoloxidases dos palmitos Acanthophoenix rubra e Euterpe 
edulis apresentaram atividade ótima a 30ºC. 
 
O efeito da temperatura na estabilidade da PFO de ameixa Rubimel é 
mostrado na Figura 8. Após 10 minutos de tratamento do extrato enzimático bruto 
a 30ºC, 40ºC, 50ºC, 60ºC, 70ºC, a atividade residual da PFO da ameixa Rubimel 
foi de 79, 50, 50, 29 e 0%, respectivamente. Após 60 minutos de tratamento a 
30ºC, 40ºC, 50ºC e 60ºC, a atividade residual da PFO da ameixa Rubimel foi de 
64, 42, 30 e 12%, respectivamente. A PFO de ameixa Rubimel foi completamente 
inativada após 1 minuto de tratamento a 80ºC, mostrando-se mais termossensível 
do que a PFO do palmito Acanthophoenix rubra descrita por ROBERT et al. 
(1995). A PFO desse palmito reteve 50% da atividade inicial após 18 minutos de 
tratamento a 70ºC. 
 
SIDDIQ et al. (1994), observaram que a PFO em suco de ameixa 
apresentou estabilidade na faixa de 10 a 50ºC, porém acima de 50ºC a enzima 
perdia atividade rapidamente. ARSLAN et al. (1998), estudando a PFO de 
damasco, observaram que o tratamento a 40ºC, após 40 minutos não causou 
perda de atividade significativa. Os tempos requeridos para obter 50% de 
inativação a 60 e 80ºC foram respectivamente, 47 e 16 minutos. Os autores 
afirmaram ainda que a estabilidade térmica estava relacionada ao grau de 
amadurecimento da fruta e em alguns casos, ao pH. Além disso, diferentes formas 
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Figura 8 : Efeito da temperatura na estabilidade da PFO de ameixa Rubimel. 
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4.2.2. Efeito do pH na atividade e estabilidade da PFO de ameixa 
Rubimel 
 
A PFO de ameixa Rubimel apresentou atividade ótima em pH 6,5 (Figura 
9). As polifenoloxidases da maioria das plantas apresentam máximo de atividade 
em pH neutro ou próximo da neutralidade, sendo 6,0 o pH ótimo de atividade da 
PFO de açaí (SANTOS 2001); 5,6 a 6,0 da PFO de manga Haden (PARK et. al., 
1980) e 6,5 o pH ótimo de atividade da PFO de pinha (LIMA, 1995). 
 
A Figura 10 ilustra que a PFO de ameixa Rubimel mostrou-se estável na 
faixa de pH de 3,0 a 7,5, mantendo cerca de 50% ou mais da atividade inicial, 
após 24 h a 5ºC e após 4 h a 25ºC. A PFO de ameixa Rubimel mostrou menor 
estabilidade em pH superior a 8,5; retendo menos que 40% da atividade inicial, 
após 24h a 5ºC e após 4 h a 25ºC. 
 
LOURENÇO et al. (1990) relataram que a PFO de palmito (Euterpe edulis) 
apresentou maior estabilidade na faixa de pH de 5,0 a 8,0, após 3 h a 30ºC 
utilizando o substrato ácido clorogênico em pH 5,6. ROBERT et al. (1995) 
verificaram que a PFO de palmito (Acanthophoenix rubra) mostrou-se estável na 




























T. citrato_fosfato T. fosfato T. ác.bórico_borax T. borax_NaOH
 
























Figura 10 : Efeito do pH na estabilidade da PFO de ameixa Rubimel. 
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4.2.3. Determinação do efeito combinado do pH e da temperatura 
na atividade da PFO de ameixa Rubimel utilizando a metodologia 
de superfície de resposta 
 
As variáveis pH e temperatura foram estudadas utilizando um planejamento 
composto central rotacional (DCCR). A resposta avaliada foi a atividade 
enzimática da PFO. Os resultados estão demonstrados na Tabela 6. 
 
Tabela 6 : Planejamento composto central rotacional 22 (PCCR-22) codificado e 
não codificado (valores reais entre parênteses) utilizado para verificar a influência 




Temperatura (ºC) pH Atividade da PFO (U/g) 
1  -1 (13,7) -1 (4,4) 40,1 
2  +1 (56,3) -1 (4,4) 130,9 
3  -1 (13,7) +1 (8,6) 2,3 
4  +1 (56,3) +1 (8,6) 0,0 
5  -1,41 (5,0) 0 (6,5) 172,8 
6  +1,41 (65,0) 0 (6,5) 0,0 
7  0 (35,0) -1,41 (4,0) 95,0 
8  0 (35,0) +1,41 (9,0) 0,0 
9  0 (35,0) 0 (6,5) 322,1 
10  0 (35,0) 0 (6,5) 331,6 
11  0 (35,0) 0 (6,5) 324,7 
12  0 (35,0) 0 (6,5) 392 
 
A análise de variância (ANOVA) está representada na Tabela 7. As 
medidas de correlação utilizadas para se estimar o modelo foram o coeficiente de 
correlação (R) e o coeficiente de determinação (R2). Quanto maior a proximidade 
de R da unidade (1) melhor a correlação entre os valores de atividade preditos 
pelo modelo e os valores observados. Foi obtido um valor de R de 0,96%. O valor 
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de F obtido a partir da ANOVA foi de 26,48, maior que o Ftabelado = 4,12, indicando 
que o modelo para estudo do efeito da temperatura de reação e pH na atividade 
da PFO é considerado estatisticamente significativo a um nível de confiança de 
95%. Esses resultados são satisfatórios a 95% de confiança, permitindo obter as 
superfícies de resposta e curvas de contorno, em função das variáveis 
independentes analisadas. As Figuras 11A e 11B mostram que a PFO de ameixa 
Rubimel apresentou maior atividade em pH 6,5 e a 35ºC. A enzima mostrou menor 
atividade em valores de pH próximos a pH 4,0 quando incubada a 5ºC como 
também a 65ºC. 
 
Tabela 7 : Análise de variância do estudo do efeito do pH e da temperatura e 
influência na atividade da PFO de ameixa Rubimel 
Coeficiente de determinação: R2 = 0,93; Valor-F tabelado 0,95;4;7 = 4,12 
 
Após as análises, foi possível obter a Equação 1, que representa o modelo 
codificado: 
   (equação 1) 
 
Onde y é a atividade de PFO, x1 é a temperatura e x2 é o pH. 








Regressão 300063,95 4 75015,99 26,48 
Resíduos 19827,73 7 2832,53  
Falta de Ajuste 1564,52 4   
Erro Puro 4187,21 3   






Figura 11 : Efeito do pH e da temperatura na atividade da PFO de ameixa 




4.3. Caracterização da POD bruta de ameixa Rubimel 
 
4.3.1. Efeito da temperatura na atividade e estabil idade da POD de 
ameixa Rubimel 
 
A Figura 12 ilustra que a POD de ameixa Rubimel apresentou atividade 
ótima a 40ºC. Nas temperaturas de 5ºC e 10ºC a POD de ameixa Rubimel 
apresentou atividade relativa igual a 15,5% e 20% respectivamente, sendo que em 
temperaturas superiores a 40ºC, a atividade diminuiu rapidamente, não mostrando 
atividade a 55ºC. Peroxidases de frutas podem apresentar atividade ótima em 
ampla faixa de temperatura, desde valores próximos à ambiente até temperaturas 
mais elevadas, entre 50ºC e 65ºC (Tabela 2). As peroxidases de morango 
(CIVELLO et al., 1995) e açaí (SANTOS, 2001) mostraram atividade ótima a 30ºC 
e 35ºC, respectivamente. As peroxidases de melão (RODRÍGUEZ-LÓPEZ et al., 
2000) e abacaxi (BRITO, 2001) apresentaram temperatura ótima a 50ºC. 
 
A Figura 13 ilustra que a POD de ameixa Rubimel perdeu cerca de 45% e 
85% da atividade inicial após 60 minutos de incubação a 30ºC e 40ºC. A grande 
estabilidade térmica comum às peroxidases de frutas, não foi observada para 
POD de ameixa Rubimel, visto que 10 minutos de tratamento a 70ºC ou 1 minuto 
a 80ºC foi suficiente para inativá-la. O tratamento térmico necessário para a 
completa inativação a POD bruta solúvel de ameixa Rubimel se encontra dentro 
da faixa de temperatura (70ºC a 100ºC) empregada no branqueamento de frutas e 
vegetais íntegros (FORSYTH et al., 1999). 
 
A POD parcialmente purificada de açaí manteve 20% da atividade inicial 
após 5 minutos a 90ºC, ou 3 minutos em temperatura de ebulição (SANTOS, 
2001), mostrando-se mais termorresistente que a POD de ameixa Rubimel. A 
POD de maçã mostrou-se também termorresistente mantendo até 80% 
(isoperoxidases catiônicas) e 20% (isoperoxidases aniônicas) de sua atividade 














































 30 ºC 40 ºC 50 ºC 60 ºC 70 ºC 80 ºC
 
Figura 13 : Efeito da temperatura na estabilidade da POD de ameixa Rubimel. 
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4.3.2. Efeito do pH na atividade e estabilidade da POD de ameixa 
Rubimel 
 
O efeito do pH na atividade da POD do extrato bruto de ameixa Rubimel foi 
determinado de acordo com a metodologia descrita no item 3.1.7.3, a 40ºC, sua 
temperatura de maior atividade. 
 
A POD do extrato bruto de ameixa Rubimel apresentou atividade ótima em 
pH 4,0 (Figura 14). Este valor de pH ótimo de atividade da POD está dentro da 
faixa de valores encontrados para pH ótimo de atividade de POD de diversas 
frutas citadas na literatura, 4,0 a 7,0 (Tabela 2). As peroxidases parcialmente 
purificadas de morango (CIVELLO et al., 1995) e de palmito (ONSA et al., 2004) 
apresentaram pH ótimo de atividade igual a 6,0. A POD de melão apresentou pH 
ótimo em 5,5 (RODRIGUEZ-LÓPEZ et al., 2000). Para a enzima proveniente de 
abacaxi, o valor de pH para atividade ótima foi de 4,5 (BRITO, 2001), e para a 





















t. citrato-acetato t. fosfato t. ác. bórico-bórax t. bórax-NaOH
 
Figura 14 : Efeito do pH na atividade da POD de ameixa Rubimel. 
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A Figura 15 mostra que a POD de ameixa Rubimel permaneceu estável na 
faixa de pH de 3,0 a 5,5 mantendo mais que 60% da atividade inicial com rápida 
redução da atividade quando mantidas em valores de pH superiores a 5,5, nas 
duas condições de tempo e temperatura de armazenamento. A POD bruta de 
abacaxi manteve quase que integralmente sua atividade enzimática quando 
exposta a valores de pH na faixa de 3,0 a 9,0, tanto a 5ºC por 24h quanto a 
temperatura ambiente por 3 h (BRITO, 2007). A POD parcialmente purificada de 
açaí mostrou-se estável na faixa de pH de 2,6 a 10,0, quando exposta durante 24 
h a 5ºC mantendo em torno de 90% da sua atividade. Após incubação à 
temperatura ambiente por 3h, a POD de açaí mostrou menor estabilidade em 
























Figura 15 : Efeito do pH na estabilidade da POD de ameixa Rubimel. 
 
 51
4.3.3. Determinação do efeito combinado do pH e da temperatura 
na atividade da peroxidase da ameixa Rubimel utiliz ando a 
metodologia de superfície de resposta 
 
As variáveis pH e T (ºC) foram estudadas através de um planejamento 
composto central rotacional (DCCR). A resposta avaliada foi a atividade 
enzimática da POD. Os resultados estão demonstrados na Tabela 8. 
 
Tabela 8 : Planejamento composto central rotacional 22 (PCCR-22) codificado e 
não codificado (valores reais entre parênteses) utilizado para verificar a influência 




Temperatura (ºC) pH Atividade POD U/g 
1  -1 (13,7) -1 (3,6) 45,7 
2  +1 (56,3) -1 (3,6) 0,0 
3  -1 (13,7) +1 (6,4) 330,8 
4  +1 (56,3) +1 (6,4) 0,0 
5  -1,41 (5,0) 0 (5,0) 171,2 
6  +1,41 (65,0) 0 (5,0) 0,0 
7  0 (35,0) -1,41 (3,0) 11,6 
8  0 (35,0) +1,41 (7,0) 6,7 
9  0 (35,0) 0 (5,0) 201,6 
10  0 (35,0) 0 (5,0) 174,3 
11  0 (35,0) 0 (5,0) 211,5 
 
A análise de variância (ANOVA) está representada na Tabela 9. As 
medidas de correlação utilizadas para se estimar o modelo foram o coeficiente de 
correlação (R) e o coeficiente de determinação (R2). Quanto maior a proximidade 
de R da unidade (1) melhor a correlação entre os valores de atividade preditos 
pelo modelo e os valores observados. Foi obtido um valor de R de 0,87. O valor de 
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F obtido a partir da ANOVA foi 31,77, maior que o Ftabelado = 4,12, indicando que o 
modelo para estudo do efeito da temperatura de reação e pH na atividade da POD 
é considerado estatisticamente significativo a um nível de confiança de 95%. 
Esses resultados são satisfatórios a 95% de confiança, permitindo obter as 
superfícies de resposta e curvas de contorno, em função das variáveis 
independentes analisadas, como mostrado nas Figuras 16A e 16B. 
 
Tabela 9 : Análise de variância do estudo do efeito do pH e da temperatura na 
atividade da POD de ameixa Rubimel 








Regressão  455252,49 4 113813,12 31,77 
Resíduos  25078,01 7 3582,57  
Falta de Ajuste  18992,08 4   
Erro Puro  6085,93 3   
Total  480330,49 11   
Coeficiente de determinação: R2 = 0,87; Valor-F tabelado 0,95;4;7 = 4,12 
 
Após as análises, foi possível obter a Equação 2, que representa o modelo 
codificado: 
 
   (equação 2) 
 
Onde y é a atividade de POD, x1 é a temperatura e x2 é o pH. 
 
As Figuras 16A e 16B, ilustram que a POD de ameixa Rubimel apresentou 
maior atividade em pH 5,0 e a 35ºC. A enzima mostrou menor atividade de POD 







Figura 16 : Efeito do pH e da temperatura na atividade da PFO de ameixa 




4.4. Estudos dos efeitos dos agentes anti-escurecim ento na atividade 
da PFO de ameixa Rubimel  
 
4.4.1. Efeito individual dos agentes anti-escurecim ento na 
atividade da PFO de ameixa Rubimel 
 
Considerando a maior sensibilidade da POD comparada à da PFO ao 
tratamento térmico aplicado à polpa de ameixa Rubimel, com a finalidade de 
destruição de microrganismos patogênicos, foram testados os efeitos dos agentes 
anti-escurecimento na atividade de PFO de ameixa Rubimel (Tabela 10). 
 
Tabela 10 : Teste univariável do efeito de diferentes agentes anti-escurecimento na 
inibição da atividade da PFO de ameixa Rubimel 
% Inibição da PFO de ameixa 
Rubimel após adição de 
diferentes concentrações de 
agente anti–escurecimento e 
incubação por 1h a 5ºC 
 
% Inibição da PFO de ameixa 
Rubimel após adição de 
diferentes concentrações de 
agente anti–escurecimento e 
incubação por 24h a 5ºC 
Concentração de inibidores 
(mMol/L) 
 




0 1 2 3 4 5  0 1 2 3 4 5 
Ácido ascórbico 0 0 0 0 11 16  0 0 0 0 12 15 
Ácido oxálico 0 35 35 37 37 42  0 35 35 44 44 52 
Ácido kójico 0 30 48 53 56 71  0 45 55 62 71 74 
4-hexil - resorcinol 0 14 35 53 68 68  0 48 62 74 82 98 
L-cisteína 0 14 38 70 84 87  0 14 42 73 84 87 
N-acetil - L-cisteína  0 37 46 83 99 99  0 50 74 99 99 99 
Glutationa 0 11 21 40 64 99  0 35 37 54 64 99 
 
O ácido ascórbico pode inibir o escurecimento enzimático catalisado pela 
PFO pela redução do produto quinona para ortodifenol, remoção de O2, inibição da 
enzima pela redução do Cu2+ do sítio ativo para Cu+ e diminuição do pH 
(WALKER, 1977). A adição de ácido ascórbico nas concentrações 1, 2 e 3 mMol/L 
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e armazenamento a 5ºC durante 1 e 24h não inibiu o escurecimento do extrato 
enzimático de ameixa Rubimel enquanto que a adição de ácido ascórbico nas 
concentrações de 4 e 5 mMol/L inibiu 11 e 16%; 12 e 15% da atividade da PFO 
após armazenamento a 5ºC durante 1h e 24h, respectivamente. O efeito desse 
agente redutor pode ser considerado temporário, pois ele é oxidado 
irreversivelmente ao reagir com intermediários da reação de escurecimento, 
enzimas endógenas e metais tais como o cobre. Esses resultados foram similares 
aos obtidos por ÖZOGLU e BAYINDIRLI (2002), que verificaram escurecimento 
devido à oxidação do ácido ascórbico em pedaços de maçã tratados com solução 
1% de ácido ascórbico após 20 minutos de armazenamento, sendo esse efeito 
também observado por outros pesquisadores (SON et al., 2001; SAPERS e 
MILLER, 1992) em estudos com maçã e batata. 
 
Os ácidos carboxílicos mostram efeito inibitório no escurecimento 
enzimático devido à sua característica quelante ou por abaixar o pH do meio 
(FÚRIA, 1964); certos ácidos fenólicos podem inibir a atividade de polifenoloxidase 
agindo como agente redutor ou se ligando ao sítio ativo da enzima (JANOVITZ-
KLAPP et al, 1990; MONSALVE-GONZALEZ et al., 1993). O ácido oxálico, 4-hexil-
resorcinol e o ácido kójico mostraram ser muito mais efetivos como agente anti-
escurecimento do suco de ameixa Rubimel que o ácido ascórbico nas 
concentrações testadas. A adição de ácido oxálico, ácido kójico e 4-hexil-
resorcinol, na concentração final de 5mM, no extrato enzimático de ameixa 
Rubimel e incubação durante 24h a 5ºC resultou em 52%, 74% e 98% de inibição 
da PFO, respectivamente. Esses resultados foram similares aos obtidos por 
alguns pesquisadores (ÖZOGLU e BAYINDIRLI, 2002; SON et al., 2001). 
 
Os aminoácidos sulfurados L-cisteína, N-acetil-Lcisteína e glutationa foram 
os mais efetivos na inibição da polifenoloxidase de ameixa Rubimel entre todos os 
agentes testados, sendo que a N-acetil-L-cisteína foi o mais efetivo. A adição de 
ácido ascórbico, ácido oxálico, ácido kójico, 4-hexil-resorcinol, L-cisteína, N-acetil-
L-cisteína e glutationa na concentração final 5mM/L e incubação durante 24h a 
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5ºC, resultou em 15%, 52%, 74%, 98%, 87%, 99% e 99% de inibição da PFO  de 
ameixa Rubimel, respectivamente. Os aminoácidos sulfurados são bem 
conhecidos por sua atividade anti-escurecimento e têm sido freqüentemente 
usados para inibir o escurecimento de batata (GUNES e LEE, 1997), maçãs 
(BUTA et al., 1999) e outras bebidas de frutas (McEVILY et al., 1992), embora o 
mecanismo de inibição não esteja claro. KAHN (1985) propôs que a L-cisteína 
pode reagir com íons Cu2+ do sítio ativo da PFO inativando a enzima. A L-cisteína 
pode reagir com a quinona e formar compostos conjugados incolores (MOLNAR-
PERL e FRIEDMAN, 1990; RICHARD-FORGET et al., 1992). 
 
4.4.2. Efeito de agentes anti-escurecimento na ativ idade da PFO de 
ameixa Rubimel utilizando a metodologia de superfíc ie de 
resposta 
 
As variáveis ácido ascórbico (AA), 4-hexil-resorcinol (HR) e L-cisteína (C) 
foram estudadas utilizando planejamento composto central rotacional (PCCR). A 
resposta avaliada foi a atividade enzimática da PFO e os resultados estão 
ilustrados na Tabela 11. 
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Tabela 11 : Planejamento composto central rotacional 23 (PCCR-23) codificado e 
não codificado (valores reais entre parênteses) utilizado para otimizar os efeitos 
anti-escurecimento das variáveis independentes ácido ascórbico (AA), 4-hexil-
resorcinol (HR) e L-cisteína (C), da PFO de ameixa Rubimel 
Variável 
Ensaio  
AA (mMol/L) HR (mMol/L) C (mMol/L) 
Atividade de PFO (U/g)  
1 -1 (2,0) -1 (1,8) -1 (1,6) 43,8 
2 +1 (5,0) -1  (1,8) -1 (1,6) 42,2 
3 -1 (2,0) +1 (4,2) -1 (1,6) 25,4 
4 +1 (5,0) +1 (4,2) -1 (1,6) 1,9 
5 -1 (2,0) -1 (1,8) +1 (3,4) 18,6 
6 +1 (5,0) -1 (1,8) +1 (3,4) 0,8 
7 -1 (2,0) +1 (4,2) +1 (3,4) 0,4 
8 +1 (5,0) +1 (4,2) +1 (3,4) 0,4 
9 -1,68 (1,0) 0 (3,0) 0 (2,5) 19,5 
10 +1,68 (6,0) 0 (3,0) 0 (2,5) 0,7 
11 0 (3,5) -1,68 (1,0) 0 (2,5) 24,1 
12 0 (3,5) +1,68 (5,0) 0 (2,5) 1,0 
13 0 (3,5) 0 (3,0) -1,68 (1,0) 5,4 
14 0 (3,5) 0 (3,0) +1,68 (4,0) 0,2 
15 0 (3,5) 0 (3,0) 0 (2,5) 8,2 
16 0 (3,5) 0 (3,0) 0 (2,5) 4,9 
17 0 (3,5) 0 (3,0) 0 (2,5) 7,6 
 
A análise de variância (ANOVA) está representada na Tabela 12. As 
medidas de correlação utilizadas para se estimar o modelo foram o coeficiente de 
correlação (R) e o coeficiente de determinação (R2). Quanto maior a proximidade 
de R da unidade (1) melhor a correlação entre os valores de atividade preditos 
pelo modelo e os valores observados. Foi obtido um valor de R de 0,9. O valor de 
F obtido a partir da ANOVA foi de 5,93, maior que o Ftabelado = 3,22, indicando que 
o modelo para estudo da inibição da PFO pode ser considerado estatisticamente 
significativo a um nível de confiança de 95%. Esses resultados podem ser 
considerados satisfatórios a 95% de confiança, permitindo obter as superfícies de 
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resposta e curvas de contorno, em função das variáveis independentes 
analisadas, como mostrado na Figura 17. 
 
Tabela 12 : Análise de variância do estudo do efeito dos agentes anti-
escurecimento na inibição da atividade da PFO de ameixa Rubimel 
Coeficiente de correlação: R = 0,9; F tabelado 0,95;6;10 = 3,22. 
 
As Figuras 17A, 17B e 17C, indicam que para a variável ácido ascórbico 
(AA) a faixa em que se obtem a menor atividade da PFO, em um efeito 
combinado, é de 2,9 a 6,0 mMol/L, sendo a concentração ótima de 5 mMol/L. Em 
relação à variável hexilresorcinol (HR) a maior inibição da PFO está na faixa de 
concentração de 1,2 a 5,0 mMol/L, com inibição máxima com 4,0 mMol/L e para a 
variável cisteína (C), de 3,0 a 4,0 mMol/L, com inibição máxima com 4,0 mMol/L. 
Diferentemente ao observado no ensaio univariável, a variável AA teve efeito anti-
escurecimento quando combinado com as variáveis HR e C, sendo possível obter 
99% de inibição da atividade PFO com a adição de 5,0 mMol/L de ácido ascórbico 
+ 1,8 mMol/L de HR + 3,4 mMol/L da variável C. O uso desta combinação de 
agentes anti-escurecimento com concentrações de HR e C mais baixas que as 
concentrações requeridas individualmente é importante não só para a redução de 
custos, mas também para a preservação das características organolépticas do 
suco de ameixa Rubimel. Resultados semelhantes foram observados por 
ÖZOGLU e BAYINDIRLI (2002) e GACCHE et al., (2004) ao testar o efeito 
combinado dos agentes anti-escurecimento na preservação da cor de suco de 
maçã. 








Regressão 2623,7339 6 437,2890 5,93 
Resíduos 737,5249 10 73,7525  
Falta de Ajuste 731,3449 8   
Erro Puro 6,1800 2   
























Figura 17 : Superfícies de resposta e curvas de contorno dos efeitos de agentes anti-
escurecimento na inibição da PFO de ameixa Rubimel: A) em função dos agentes anti-
escurecimento ácido ascórbico e 4-hexil-resorcinol, B) em função dos agentes anti-
escurecimento ácido ascórbico e L-cisteína, C) em função dos agentes anti-





4.5. Caracterização da PFO bruta da polpa de cacau 
 
4.5.1. Efeito da temperatura na atividade e estabil idade da PFO da 
polpa de cacau 
 
A PFO de polpa de cacau apresentou maior atividade a 20ºC sendo que a 
10ºC, a enzima apresentou 90% da atividade relativa. Nas temperaturas de 40ºC e 
60ºC a enzima apresentou cerca de 77% e 8 % da atividade relativa, 
respectivamente (Figura 18). 
 
A PFO da polpa de cacau apresentou atividade ótima em temperaturas 
mais baixas que as polifenoloxidases de açaí (SANTOS, 2001) e repolho (FUJITA 
et al., 1995), ambas com atividade ótima na faixa de 40-45ºC. O mesmo é 
























Figura 18 : Efeito da temperatura na atividade da PFO da polpa de cacau. 
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A Figura 19 ilustra que após 10 min de tratamento do extrato enzimático 
bruto de polpa de cacau a 40ºC, 50ºC, 60ºC, 70ºC, a atividade residual da PFO foi 
de 82, 69, 32 e 13%, respectivamente. Após 60 minutos de tratamento a 40ºC, 
50ºC, 60ºC, 70ºC, a atividade residual da PFO da polpa de cacau foi 61, 54, 13 e 
5%, respectivamente. A PFO da polpa de cacau foi completamente inativada após 
1 minuto de tratamento a 80ºC. A PFO da polpa de cacau mostrou-se mais 
termossensível do que a PFO de palmito Acanthophoenix rubra descrita por 
ROBERT et al. (1995). A PFO desse palmito apresentou 50% da atividade inicial 
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4.5.2. Efeito do pH na atividade da PFO da polpa de  cacau 
 
A Figura 20 ilustra que a enzima PFO da polpa de cacau apresentou maior 
atividade em pH 7,0. Este valor está de acordo com a constatação feita pelos 
autores OKTAY et al. (1995) e ARSLAN et al. (1998), em que as polifenoloxidases 
























Figura 20 : Efeito do pH na atividade da PFO de polpa de cacau. 
 
A PFO da polpa de cacau mostrou-se estável na faixa de pH 3,0 a 10, após 
4h de incubação a 25ºC ou 24h de incubação a 5ºC (Figura 21). 
 
LOURENÇO et al. (1990) relataram que a PFO de palmito (Euterpe edulis) 
apresentou maior estabilidade na faixa de pH de 5,0 a 8,0, após 3 horas a 30ºC 
utilizando ácido clorogênico em pH 5,6. ROBERT et al. (1995) verificaram que a 
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PFO de palmito (Acanthophoenix rubra) mostrou-se estável na faixa de pH 3,0 a 
























Figura 21 : Efeito do pH na estabilidade da PFO da polpa de cacau. 
 
4.6. Caracterização da POD bruta da polpa de cacau 
 
4.6.1. 4.6.1 Efeito da temperatura na atividade e e stabilidade da 
POD da polpa de cacau 
 
A POD da polpa de cacau apresentou atividade ótima à temperatura de 
40ºC (Figura 22). Peroxidases de frutas podem apresentar atividade ótima em 
ampla faixa de temperatura, desde valores próximos à temperatura ambiente até 
temperaturas mais elevadas, entre 50ºC e 65ºC. As peroxidases de morango 
(CIVELLO et al., 1995) e açaí (SANTOS, 2001) apresentam atividade ótima a 
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30ºC e 35ºC, respectivamente enquanto que as POD de melão (RODRÍGUEZ-
























Figura 22 : Efeito da temperatura na atividade da POD da polpa de cacau. 
 
4.6.2. Efeito da temperatura na estabilidade da POD  da polpa de 
cacau 
 
A POD da polpa de cacau mostrou-se estável retendo 46% e 3,6% da sua 
atividade após 60 minutos de tratamento a 70ºC e 80ºC respectivamente (Figura 
23). 
 
NETO et al. (1994), em atendimento a uma solicitação da Associação de 
Produtores de Cacau da Bahia, realizaram testes de pasteurização da polpa de 
cacau com o intuito de reduzir a carga microbiana e manter as características 
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sensoriais após tratamento térmico. Considerando duas realidades econômicas 
distintas entre produtores de polpa de cacau realizaram estudos com 
pasteurização rápida (92ºC/20s) e pasteurização lenta (72ºC/30 minutos). A 
pasteurização lenta mostrou-se inadequada, pois o aumento lento da temperatura 
até atingir 72ºC, catalisou as reações enzimáticas e/ou químicas que provocaram 
o escurecimento imediato da polpa de cacau. Após a pasteurização rápida da 
polpa de cacau comercial os autores obtiveram resultado negativo em análise 
qualitativa para POD. No presente estudo a POD perdeu 99% de sua atividade 
após 1 minuto de tratamento em ebulição (Figura 23), apresentando estabilidade 
térmica comparável à POD parcialmente purificada de açaí que manteve 20% da 
atividade enzimática após 5 minutos a 90ºC, ou 3 minutos em temperatura de 
ebulição (SANTOS, 2001). O mesmo comportamento pode ser observado para a 
POD de maçã, que manteve até 80% (isoperoxidases catiônicas) e 20% 
(isoperoxidases aniônicas) de sua atividade inicial quando tratada a 80ºC por 10 
























Figura 23 : Efeito da temperatura na estabilidade da POD da polpa de cacau. 
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4.6.3. Efeito do pH na atividade e na estabilidade da POD da polpa 
de cacau 
 
A Figura 24 ilustra que a POD do extrato bruto da polpa de cacau 
apresentou maior atividade em pH 5,0. Este resultado está dentro da faixa de 
valores encontrados para pH ótimo de atividade de diversas peroxidases de frutas 
citadas na literatura, 4,0 a 7,0 (Tabela 2). 
As peroxidases parcialmente purificadas de morango (CIVELLO et al., 
1995) e de palmito (ONSA et al., 2004) apresentaram pH ótimo de atividade igual 
a 6,0. A POD de melão apresentou pH ótimo em 5,5 (RODRIGUEZ-LÓPEZ et al, 
2000). As peroxidases de abacaxi (BRITO, 2007), e açaí (SANTOS, 2001), 























Figura 24 : Efeito do pH na atividade da POD da polpa de cacau. 
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A Figura 25 mostra que a POD da polpa de cacau mostrou-se estável na 
faixa de pH de 3,0 a 8,0 após incubação durante 4h a 25ºC ou 24h a 5ºC 
mantendo mais que 50% da atividade inicial, nas duas condições de tempo e 
temperatura de armazenamento. 
 
A POD bruta de abacaxi manteve quase que integralmente sua atividade 
enzimática quando tratada a valores de pH na faixa de 3,0 a 9,0, tanto a 5ºC por 

























Figura 25 : Efeito do pH na estabilidade da POD da polpa de cacau. 
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4.6.4. Estudo do efeito individual dos agentes anti -escurecimento e 
do efeito combinado dos agentes anti-escurecimento e tratamento 
térmico na atividade enzimática da POD da polpa de cacau 
 
Considerando que o tratamento térmico empregado à polpa de cacau com a 
finalidade de destruição de microrganismos patogênicos foi suficiente para a 
inativação da PFO, foram testados os efeitos de agentes anti-escurecimento na 
atividade da POD, que se mostrou termo-resistente (Tabelas 13 e 14). 
 
Tabela 13 : Avaliação dos efeitos de diferentes agentes anti-escurecimento na 
inibição da atividade da POD da polpa de cacau 
% de inibição da atividade de POD 
de polpa de cacau após adição de 
diferentes concentrações de 
agente anti-escurecimento e 
armazenamento por 1h a 5ºC 
 
% de inibição da atividade de 
POD de polpa de cacau após 
adição de diferentes 
concentrações de agente anti-
escurecimento e 
armazenamento por 24h a 5ºC 
(concentração em mMol/L)  (concentração em mMol/L) 
Agentes anti-
escurecimento 
0 1 2 3 4 5  0 1 2 3 4 5 
Ácido ascórbico 0 35 58 73 88 99  0 30 34 90 92 100 
L-cisteína 0 6 16 29 30 48  0 34 45 57 58 62 
N-acetil L-cisteína 0 46 50 50 55 63  0 41 46 53 55 59 
Glutationa 0 17 34 35 47 54  0 2 26 49 63 66 
Ácido kójico 0 2 3 7 8 9  0 1 2 5 50 54 
Ácido oxálico 0 7 15 17 23 49  0 0 3 6 41 67 
4-Hexilresorcinol 0 0 17 33 38 38  0 8 22 27 39 40 
 
Dentre todos os agentes anti-escurecimento testados, o ácido ascórbico foi 
o que apresentou melhores resultados na inibição da POD (Tabela 13). Nas 
concentrações de 3, 4 e 5mMol/L, após a incubação durante 1h a 5ºC, a inibição 
verificada foi de 73, 88 e 99%, respectivamente. Resultados semelhantes foram 
obtidos após a incubação da polpa de cacau por 24h a 5ºC, com inibição da POD 
de 90, 92 e 100%, nas concentrações de 3,4 e 5mMol/L, respectivamente. 
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Tabela 14 : Avaliação dos efeitos combinados do tratamento térmico da polpa de 
cacau a 70ºC/30min e ação de diferentes agentes anti-escurecimento na inibição 
da atividade da POD da polpa de cacau 
 
A Tabela 14 ilustra que a adição de L-cisteína nas concentrações 3 a 
5mMol/L e tratamento térmico da polpa de cacau a 70ºC durante 30 minutos, com 
posterior incubação da polpa de cacau por 1h a 5ºC ou a 24h a 5ºC, resultou em 
cerca de 90% a 98% de inibição da POD. 
 
A adição de 3mMol/L de ácido ascórbico na polpa de cacau combinado ao 
tratamento térmico a 70ºC durante 30 minutos e posterior incubação por 1h a 5ºC 
ou a 24h a 5ºC, resultou na completa inativação da POD. Este resultado é 
interessante visto que o ácido ascórbico é uma vitamina e seu custo é menor que 
a adição de L-cisteína. 
 
% de inibição da atividade de 
POD de polpa de cacau após 
tratamento com diferentes 
concentrações de agente anti-
escurecimento a 70ºC por 30 
minutoposterior armazenamento 
por 1h a 5ºC 
 
% de inibição da atividade de POD 
de polpa de cacau após 
tratamento com diferentes 
concentrações de agente anti-
escurecimento a 70ºC por 30 
minutoposterior armazenamento 
por 24h a 5ºC 
(concentração em mMol/L)  (concentração em mMol/L) 
Agentes anti-
escurecimento 
0 1 2 3 4 5  0 1 2 3 4 5 
Ácido ascórbico 50 83 96 100 100 100  50 84 96 100 100 100 
L-cisteína 50 73 82 83 84 85  50 76 85 94 98 98 
N-acetil L-cisteína 50 71 71 71 77 77  50 72 74 74 79 80 
Glutationa 50 80 81 71 76 78  50 80 81 91 93 93 
Ácido kójico 50 80 83 83 83 84  50 71 73 73 74 75 
Ácido oxálico 50 71 76 80 87 88  50 70 80 86 86 88 




O extrato enzimático bruto, obtido pela centrifugação da polpa de ameixa 
Rubimel, apresentou atividade de PFO (448U/g de polpa) e de POD (705 U/g de 
polpa). 
 
A PFO de ameixa Rubimel apresentou atividade ótima na faixa de 
temperatura de 30 a 35˚C e em pH 6,5. 
 
A PFO de ameixa Rubimel mostrou-se termossensível perdendo 50% de 
sua atividade inicial após 10 minutos de tratamento a 40˚C, sendo completamente 
inativada após 10 minutos de tratamento a 70˚C ou após 1minuto de tratamento a 
80˚C. 
 
A PFO de ameixa Rubimel mostrou-se estável na faixa de pH 3,0 a 7,5, 
mantendo mais que 50% da atividade inicial após 24h de armazenamento a 5˚C e 
a 4h a 25˚C. 
 
A redução do pH da polpa para pH 4,0, associada a temperatura de 
resfriamento (5˚C) ou a tratamento térmico a 65˚C, leva a redução da atividade da 
PFO de ameixa Rubimel. 
 
A adição de ácido ascórbico, ácido oxálico, ácido kójico, 4-hexil-resorcinol, 
L-cisteína, N-acetil-Lcisteina e glutationa na concentração final de 5mMol/L e 
incubação durante 24h a 5˚C, resultou em 15%, 52%, 74%, 98%, 87%, 99% e 
99% de inibição da PFO de ameixa Rubimel. 
 
A combinação de ácido ascórbico (5mMol/L) + 4-hexil-resorcinol 
(1,8mMol/L)+ L-cisteína (3,4 mMol/L), possibilitou a inibição de 99% da atividade 
de PFO de ameixa Rubimel. 
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A POD de ameixa Rubimel apresentou atividade ótima a 40˚C e em pH 4,0. 
 
A POD de ameixa Rubimel mostrou-se termossensível perdendo, 
respectivamente, 45% e 85% de sua atividade inicial após 60 minutos de 
tratamento a 30˚C e 40˚C, sendo completamente inativada após 10 minutos de 
tratamento a 70˚C ou 1min de tratamento a 80˚C. 
 
A POD de ameixa Rubimel permaneceu estável na faixa de pH 2,5 a 5,5, 
mantendo mais que 60% da atividade inicial, com redução de atividade quando 
mantidas em valores de pH superiores a 5,5, após 24h de armazenamento a 5˚C e 
a 4h a 25˚C. 
 
O extrato bruto solúvel, obtido pela centrifugação da polpa da polpa de 
cacau, apresentou baixa atividade de PFO (72U/g de polpa de cacau) e maior 
atividade de POD (668 U/g de polpa de cacau). 
 
A PFO da polpa de cacau apresentou atividade ótima a 20˚C e em pH 7,0. 
 
A PFO da polpa de cacau manteve 82% e 13% de sua atividade inicial após 
10 minutos de tratamento a 40˚C e a 70˚C, respectivamente, sendo 
completamente inativada após tratamento térmico a 80˚C por 1 minuto. 
 
A PFO de polpa de cacau mostrou-se estável na faixa de pH de 3,0 a 10,0, 
após 24h de incubação a 5˚C ou a 4h a 25˚C, mantendo mais que 60% de sua 
atividade inicial. Foram observados dois picos de maior estabilidade da PFO em 
pH 4,5 e pH 7,5, indicando a presença de isoenzimas. 
 
A POD do extrato da polpa de cacau apresentou atividade ótima a 40˚C e 
em pH 5,0. 
A POD bruta solúvel da polpa de cacau mostrou estabilidade ao tratamento 
térmico, mantendo 46% e 3,6% de sua atividade inicial após 60 minutos de 
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tratamento a 70˚C e 80˚C, respectivamente, sendo completamente inativada após 
1 minuto de tratamento à temperatura de ebulição. 
 
A POD da polpa de cacau permaneceu estável na faixa de pH 3,0 a 8,0, 
mantendo mais de 60% da atividade inicial, após 24h de incubação a 5˚C ou a 4h 
a 25˚C. 
O tratamento do extrato bruto da polpa de cacau com ácido ascórbico nas 
concentrações de 3 a 5 mMol/L, proporcionou uma maior inibição da atividade de 
POD entre os agentes anti-escurecimento testados, sendo obtida inibição de 73% 
e 100% da POD, após armazenamento por 1h a  5˚C  e 24h a 5˚C, 
respectivamente. 
 
O tratamento térmico do extrato bruto da polpa de cacau contendo 3mMol/L 
de ácido ascórbico durante 30 minutos a 70˚C e posterior armazenamento durante 
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